





Pigmentstudien. 


Von 


Br. Bloch und F. Schaaf. 
(Aus der dermatologischen Klinik der Universitat Ziirich.) 
(Eingegangen am 3. Juli 1925.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Die folgenden Untersuchungen beschiftigen sich mit dem als 
Melanin bezeichneten braunen bis braunschwarzen organischen Farb- 
stoff, der im Stoffwechsel der meisten Tiere in bestimmten in dieser 
Richtung differenzierten Zellen gebildet wird und durch gewisse 
morphologische (granulare, stabchen-, kristallihnliche), physiologische 
und chemische (Bleichung durch H,O,, Reduktion von Silbernitrat usw.) 
Eigenschaften charakterisiert ist. Dieser Farbstoff wird von sehr ver- 
schiedenen Organen gebildet, vor allem von der Haut und dem Auge. 
Bildungsstatte ds Pigments ist das Protoplasma der pigmentbildenden 
Zelle. Wir bezeichnen solche Zellen als M elanoblasten im Gegensatz zu den 
Melanophoren, d. h. den Pigmentzelien, welche das in ihnen enthaltene 
Pigment nicht selber produzieren, sondern durch Phagocytose auf- 
nehmen. Die Melanoblasten sind entweder ektodermaler oder meso- 
dermaler Abkunft. Lktodermale Melanoblasten sind die Basalzellen der 
Deckepidermis und die von ihnen sich ableitenden Haarmatrixzellen, 
sowie die Pigmentzellen des retinalen Blattes. Mesodermale Melano- 
blasten sind die Pigmentzellen der Chorioidea und der Iris, des Mongolen- 
flecks, des blauen Naevus, sowie die tiefen kutanen Pigmentzellsysteme 
mancher Tierarten (graue Maus, Affen, Seidenhuhn, Kaltbliiter). Die 
im Chorion des Menschen schon normalerweise, besonders aber bei 
Pigmentalterationen haufig sich vorfindenden Pigmentzellen (,,Chro- 
matophoren“ bzw. Melanophoren), sind keine Melanoblasten, sondern 
pigmentphagocytierende Bindegewebszellen (vgl. Miescher). 

Wie durch die Untersuchungen von Bloch und seinen Schiilern 
gezeigt worden ist, besitzen alle erwahnten Melanoblasten die Fahigkeit, 
3, 4-Dioxyphenylalanin innerhalb ihres Protoplasmas in einen dunklen, 
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unléslichen Farbstoff (Dopamelanin) umzuwandeln und dadurch inner. 
halb des sonst farblosen Schnittes als dunkle, oft mit den feinsten 
Auslaufern versehene (,,Dendritenzellen‘‘) Zellkomplexe hervorzutreten 
(Dopareaktion). Auch in Extrakten pigmentierter Haut (neugeborene 
Kaninchen) la8t sich diese Dopareaktion (D.-R.) nachweisen. 

Die D.-R. ist streng substrat-spezifisch, sie fallt negativ aus (d. h. die 
von Bloch beschriebenen Bilder in Gefrierschnitten werden nicht mehr 
erhalten), wenn das Molekiil des Dioxyphenylalanins im geringsten 
verandert wird. So ist sie negativ mit Adrenalin, Tyrosin, p-Oxyphenyl- 
brenztraubenséure, Homogentisinsiure, Paraoxyphenylithylamin, 
Brenzkatechin, Pyrogallol usw. Sie ist ferner negativ mit folgenden 
vier von uns zum ersten Male hergestellten Substanzen'): 


1. das 2, 5-Dioxyphenylalanin : 


2 : 


CH,.CH(NH,).COOH 


2. das 2, 3, 4-Trioxyphenylalanin : 
OH 


6 


UH,.CH(NH,).COOH 


. das 3, 4, 5-Trioxyphenylalanin : 
OH 
OH/ SoH 


| 


CH,.CH(NH,). COOK 


. das Glycyl-l-3, 4-Dioxyphenylalanin : 
OH 
( ‘ox 


| | NH.CO.CH,.NH, 
_* 4 d 
CH,.CH.COOH 


Die D.-R. wird verursacht durch ein intrazellulires oxydierendes 
Ferment, die Dopaorydase. Das Ferment wird durch Erhitzen (von 
Schnitten oder des Extrakts) zerstért und ist auch gegen zahlreiche 

*) Darstellung von 1. nach C. Funk, Journ. Chem. Soc. London 99, 
554, 1911; 2. und 3. nach Fr. Schaaf und A. Labouchére, Helv. chim. acta 
7, 357, 1924; 4. analog der Glycyltyrosinsynthese von E. Fischer, B. 87, 
2486, 1904. 
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andere Eingriffe (Austrocknen, Einbetten der Schnitte, Zusatz von 
H,S8 und anderen Fermentgiften usw.) sehr empfindlich ; dagegen wird 
es (im Gegensatz zu fritheren Angaben von Bloch) durch Zusatz von 

soo Mol KCN héchstens abgeschwicht, aber nicht zerstért, insofern 
bel ni der Reaktion (was in den ersten Untersuchungen unterlassen wurde) 
die richtige [H ] innegehalten wird. Die optimale H-Ionenkonzentration 
bei Ausfiihrung der D.-R. betrigt nach unseren Untersuchungen 
Pu = 7,3 bis 7,4. 

Zwischen dem zeitlichen und Grtlichen Auftreten sowie der Intensitat 
der natiirlichen Pigmentbildung einerseits und der positiven D.-R. anderer- 
seits besteht, wie in zahlreichen Einzeluntersuchungen (Bloch, Mieascher, 
Barahwy, Steiner, Sato, Walthard usw.) gezeigt worden ist, ein strenger 
Parallelismus, und zwar sowohl unter physiologischen als unter patho- 
logischen Verhiltnissen. So ist die D.-R. positiv in den pigment- 
bildenden Schichten des Auges wahrend der ersten Embryonalperiode 
(waihrend der hier allein Pigment neu erzeugt wird), in den kutanen 
Melanoblasten des Mongolenflecks (Bahrawy), der Affen, der grauen 
Maus (hier in wellenférmigem chytmischem Verlauf, analog der wellen- 
férmigen natirlichen Pigmentbildung), in den Pigmentzellen der 
Epidermis und der Haarmatrix, des Pigmentnaevus, der melanotischen 
Tumoren usw. Bei allen Hyperpigmentationen (Entziindungen, Licht, 
Réntgenstrahlen, Radium usw.) ist die Reaktion gesteigert, oft exzessiv, 
und da, wo die Pigmentbildung von Haus aus fehlt (Albinismus, weiBe 
Haare gescheckter Tiere) oder sekundar degeneriert (Canities, Vitiligo, 
depigmentierte Narben) ist die Reaktion stets negativ. Daraus geht 
hervor, daB zwischen der positiven D.-R. und dem Vermégen, Pigment 
zu bilden, ein innerer Zusammenhang bestehen muB, der sich in dem 
Satze ausdriicken l4Bt: Die spezifische D.-R. bildet einen sicheren 
Indikator fiir das Vermégen der Pigmentbildung. Sie beruht auf der An- 
wesenheit und Wirkung des natiirlichen pigmentbildenden Ferments, der 
Dopaoxydase. 

Uber die Herkunft und Beschaffenheit des natiirlichen Melanins 
sowie seiner Vorstufen (Melanogen) gibt uns die positive D.-R. streng 
genommen keinen AufschluB; sie 148t bloB (unter anderem wegen der 
Spezifitit) bis zu einem gewissen Grade die Annahme, da8 Brenz- 
katechinderivate an dem Aufbau der natiirlichen Melanine beteiligt 
sind — als Arbeitshypothese —, als plausibel erscheinen; eine Hypo- 
these, die auch durch anderweitige Befunde von Brahn (Nachweis von 
o-Dioxygruppen im Melanin) und Thannhauser (Nachweis der Homo- 
protocatechusiure im melanotischen Urin) bis zu einem gewissen Grade 
gestiitzt wird. 

Alle Theorien iiber Konstitution und Zusammensetzung der natiir- 
lichen Melanine und seiner Vorstufen sind heute noch als bloBe Spekula- 
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tionen zu betrachten. So beweist z. B. die Tatsache, daB Melanin die 
Pyrrolreaktion gibt (Angeli, Gallerani, Succardi, Rondone, Quatirini u. a.) 
nicht, daB das Melanin aus einem Pyrrol als Melanogen hervorgeht; 
denn nach unseren Versuchen gibt dieselbe Reaktion z. B. auch das 
aus Dioxyphenylalanin dargestellte kiinstliche Melanin. Die Reaktion 
zeigt also nur an, daB in dem Melanin der Pyrrolring enthalten ist, 
nicht aber, daB das Melanogen (wie z. B. hier das Dioxyphenylalanin) 
bereits ein Pyrrolderivat ist. Ja, genau genommen ist nicht einmal 
dieser Schlu8 vollkommen berechtigt; denn der Pyrrolring braucht in 
der zu priifenden Substanz gar nicht primar vorhanden zu sein, sondern 
er kann erst wahrend der Probe infolge der Erhitzung entstehen. So 
gibt z.B. nach unseren Versuchen das 2, 5-Dioxyphenylalanin eine 
positive Pyrrol-Fichtenspanreaktion, ebenso das 2, 3, 4-Trioxyphenyl- 
alanin, wahrend die Probe mit dem 3, 4, 5-Trioxyphenylalanin negativ 
ausfallt. Es scheint also, daB unter gewissen Konstitutionsbedingungen 
(OH-Gruppe in Orthostellung zur N H,-haltigen Seitenkette) der Ring- 
schluB wahrend des Erhitzens zustande kommt. Die positive Reaktion 
mit dem Melanin beweist daher nicht einmal mit Sicherheit, daB in 
demselben der Pyrrolring schon fertig vorhanden ist, und natiirlich 
noch weniger, daB schon das Melanogen ein Pyrrolderivat ist. Sie 
zeigt streng genommen nur an, daB im Melanin gewisse Gruppen so 
gelagert sind, dab sie leicht unter Bildung eines Pyrrolringes zusammen- 


treten kénnen, wenn das Melanin erhitzt wird. Welche Gruppierung 
im Melaninring hierfiir in Betracht kommen kénnte, soll spater dargelegt 
werden. 


Die Lichtabsorption des Pigments im Ultravioletten. 


Die wichtigste biologische Funktion der natiirlichen Pigmente ist 
ihre Lichtabsorption, es liegt nahe, diese Eigenschaft auch mit kiinst- 
lichen Pigmenten zu untersuchen, und solche Untersuchungen sind in 
der Tat unter Anwendung des sichtbaren Teiles des Spektrums auch 
schon gemacht worden. Am ausfiihrlichsten hat sich Gallerani mit 
spektrophotometrischen Untersuchungen natiirlicher und _ kiinstlicher 
Melanine befaBt. Seine Untersuchungen beziehen sich aber nur auf 
den sichtbaren Teil des Spektrums und sind daher mit den unserigen 
nicht vergleichbar. Unsere eigenen Untersuchungen gingen urspriinglich 
von einer etwas anderen Fragestellung aus. Wir hofften namlich, in 
fertigem Pigment bei der Absorption im ultravioletten Licht die charakte- 
ristischen Absorptionsbanden des Melanogens, aus dem das Pigment 
hergestellt wird, oder wenigstens an und fiir sich typische Banden zu 
finden und dadurch vielleicht das Pigment in bezug auf sein Ausgangs- 
material charakterisieren zu kénnen. Wenn das médglich wire, so 
miBte die Methode, angewandt auf das natiirliche Pigment, gestatten, 
in einfacher Weise zu bestimmen, aus welchen Muttersubstanzen 
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(Tyrosin, Brenzkatechinderivat, Tryptophan usw.) dieses Pigment 
aufgebaut wird. Es sei gleich vorausgeschickt, daB sich diese 
Hoffnung nicht erfiillte. 

Die Untersuchungen wurden ausgefiihrt im Physikalisch-Chemischen 
Institut der Universitat von Herrn Prof. V. Henri, dem wir auch an 
dieser Stelle hierfiir danken. 


Die Versuche waren folgendermaBen angeordnet: Die zu _ unier- 
suchenden Lésungen (fiir Dopa betrug die giinstigste Konzentration 
0,001 Mol in 1000 ccm, fiir Pigment 0,1 Prom., beide in n/l0 NaHCO, 
gelést) befanden sich in einem beiderseitig durch Quarzplatten verschlossenen 
Glasrohr. 

Als Lichtquelle diente der Kupferbogen. Das Absorptionsspektrum 
ein und derselben Lésung wurde bei verschiedenen Schichtdicken und 
unter Anwendung verschiedener Expositionszeiten photographiert. Der 
Extinktionskoeffizient « lait sich dann nach folgender Formel berechnen: 

= - lg Jo, 
ee 


worin J und J, die Lichtintensitaten, c die Konzentration una d die Schicht- 
dicke bedeuten. Tragt man dann in einem Koordinatensystem als Ordinate 
den Absorptionskoeffizienten ¢, als Abszisse die Wellenliingen, welche 
durch Auswertung der photographischen Platte erhalten wurden, auf, 
dann erhalt man eine Kurve, welche die Starke der Absorption in jedem 
Punkte des Spektrums darstellt. 

Wir geben aus den Untersuchungen von Prof. Henri drei Kurven 
wieder, welche auf die genannte Art erhalten worden sind (Abb. 1). 
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A. Absorptionsspektrum einer frisch bereiteten Lésung von 3, 4- 
Dioxzyphenylalanin (Kurve 1). Diese Aufnahme zeigt, daB eine Dopa- 
lésung im sichtbaren Teile des Spektrums nicht absorbiert. Erst im 
Ultravioletten, bei einer Wellenlinge von etwa 4 = 3100 A.-E. findet 
man schwache Absorption (e = 682,4), welche aber von diesem Punkte 
an stark ansteigt, um bei A = 2807 A.-E. ein scharf ausgepragtes 
Maximum von e = 18180 zu erreichen. Hierauf nimmt die Absorption 
wieder ebenso stark ab, geht bei 4 = 2550 A.-E. mit ¢ = 2369 durch 
ein Minimum und zeigt dann von hier aus fiir alle Wellenlangen, welche 
kleiner sind als 2550 A.-E. eine stark zunehmende Absorption. 


B. Absorptionsspekirum einer unvollstindig oxydierten Dopalésung 
(Kurve 2). Nachdem die zuerst verwendete Lésung 72 Stunden ge- 
standen und sich unter dem Einflu8 des Luftsauerstoffs teilweise 
oxydiert hatte, wurde ihre Absorption von neuem bestimmt. Maximum 
und Minimum liegen noch an der gleichen Stelle, hingegen ist die 
Differenz zwischen den beiden Extremwerten geringer geworden. 
&Max. = 13650 und éy;, = 8880. Das bedeutet eine Verflachung der 
zuerst beschriebenen Kurve, welche auch dadurch deutlich wird, 
daB die Absorption schon bei viel gréBeren Wellenlangen beginnt; denn 
ihr Anfang liegt bei etwa 4 = 4000 A.-E., also schon an der Grenze 
des sichtbaren Teiles des Spektrums, und der Absorptionskoeffizient 
besitzt schon den Wert 3553. Das bedingt natiirlich einen wesentlich 
flacheren Anstieg zum Maximum. Die Verbreiterung des Absorptions- 
gebiets ist dem entstandenen Pigment zuzuschreiben, wihrend Maximum 
und Minimum der Kurve auf das noch vorhandene unveranderte 
Dopa zuriickzufiihren sind. 


C. Absorptionsspekirum von Dopamelanin (Kurve 3). Nach voll- 
stindiger Pigmentierung erhalt man ein Absorptionsspektrum ohne 
irgend eine charakteristische Beziehung zum Spektrum des Dopas. 
Die Kurve weist weder Maximum noch Minimum auf, sondern zeigt 
stetigen Verlauf in dem Sinne, da8 mit abnehmender Wellenlange der 
Absorptionskoeffizient wichst. Der Beginn der Absorption ist noch 
weiter in den sichtbaren Teil des Spektrums geriickt, denn schon im 
Gebiet der griinen Linien betrigt «= 1750. Irgend einen Hinweis 
auf die Muttersubstanz des Melanins gibt diese Kurve also nicht, be- 
sonders da auch das Pigment, welches aus Tyrosin dargestellt wurde, 
die nimliche Absorptionskurve liefert; hingegen zeigt sie deutlich eine 
Funktion des Pigments, namlich seine Absorptionsfahigkeit fir alle 
Strahlen, deren Wellenlinge kleiner als 5000 A.-E. ist, beginnend im 
Griin des sichtbaren Teiles des Spektrums und mit standig wachsendem 
Absorptionskoeffizienten fortschreitend bis ins auBerste Ultraviolett. 
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Wie aus diesen Untersuchungen hervorgeht, kann also aus der 
Absorption im sichtbaren und unsichtbaren Teile der Spektren fertiger 
Pigmente keinRiickschluB auf die Natur der Melanogene gezogen werden. 


Ob es gelingen wird, in den Reduktionsprodukten der Pigmente 
wieder solche charakteristische Banden zu finden, welche eventuell in 
Beziehung stehen zu denjenigen des urspriinglichen Melanogens, ist 
noch fraglich und mu8 in weiteren Untersuchungen gepriift werden. 


Die Melaninbildung aus 8, 4-Dioxyphenylalanin und die Eigenschaften 
des Pigments. 


Es ist oben schon dargelegt worden, daB unsere Kenntnisse tiber 
die Bildung und Zusammensetzung des natiirlichen Pigments und seiner 
Vorstufen trotz der zahlreichen darauf gerichteten Untersuchungen 
noch wenig befriedigende sind. Angesichts der groBen Schwierigkeit, 
natiirliches Pigment in analysenreiner Form zu gewinnen, oder die 
mutmaBlichen Pigmentvorstufen (Melanogene), seien sie nun intra- 
zellular oder im Kreislauf vorhanden, zu isolieren und zu erkennen, ist 
es nicht eben wahrscheinlich, daB sich diese Sachlage bald erheblich 
andern wird. 


Es ist daher begreiflich, da8 gesucht wird, dem Pigmentproblem auf 
anderen Wegen naéner zu kommen. Das Nichstliegende ist, zunichst den 
ProzeB der kiinstlichen Pigmentbildung an einem einfachen, in seiner 
Konstitution bekannten Melanogen zu verfolgen. Eine solche kiinstliche 
Pigmentbildung kann gewissermaBen als Modell fiir die Erforschung des 
natiirlichen Pigments dienen, und das ist der Grund, weshalb zu aerartigen 
Untersuchungen in der Regel Substanzen ausgewihit werden, die nicht 
nur an sich Melanogene sind, sondern vermutlich in der biologischen Melano- 
genese eine Rolle spielen, wie z. B. Tyrosin (Fiirth, Chodat u.a.) oder — 
wie hier — Dopa. Es ist das Verdienst v. Fiirths, diese Uberlegung zuerst 
erkannt und schon vor langer Zeit in seinen wichtigen Studien iiber die 
Bildang des Pigments aus Tyrosin durch Tyrosinase in die Tat umgesetzt 
zu haben. 

Aber auch ganz abgesehen von der Nutzanwendung auf die natiirliche 
Melanogenese ist die Kenntnis der Bildung von dunklen Pigmenien aus 
farblosen organischen Vorstufen ein sehr interessantes physikalisch- 
chemisches Problem, das bis heute eigentlich nicht die Beachtung von 
seiten der reinen Chemie gefunden hat, die es verdient. AuBer der dlteren, 
unter Willstdtter gemachten Arbeit iiber Anilinschwarz, die man fiiglich 
diesem Gebiet zurechnen darf, liegen hauptsiichlich Untersuchungen vor 
von Adler, Spiegler, Brahn, Heinlein, Stolzenberg, Goriner, Onslow u. a., 
ferner die interessanten Angaben von C. Neuberg und Kikkoji iiber Melanin- 
bildung aus sehr zahlreichen organischen Substanzen durch Eisensalze 
+ H,O,. 

Die hier mitgeteilten Untersuchungen wurden an Dioxyphenyl- 
alanin gemacht, das ja sicher vermége seines Baues einer der pigmen- 
togensten Kérper ist, die wir kennen, und auBerdem vielleicht am Aufbau 








ee 


- Te) ot EOE NETR TE 
eee = : 


Se A 
* 


snipes 


— 


ew on PRS 


lag 8 op Del D2 
te: Ry ich araiog 


2 eer 


a 
> t, 
iy 
es 





Fe ee 


pr 








188 Br. Bloch u. F. Schaaf: 


des natiirlichen Melanins beteiligt ist. Bei diesen Untersuchungen 
kam es uns darauf an, unter méglichst einfachen und iibersichtlichen 
Verhaltnissen, ohne irgendwelche fremde Beimengungen zu arbeiten. 
Daher wurde die Darstellung des Pigments in der Regel (Ausnahmen 
sind vermerkt) ohne Zusatz eines anorganischen oder organischen 
Katalysators — wie Fe oder Tyrosinase — vorgenommen, und zwar 
einfach so, daB durch eine Lésung von bekanntem Dopagehalt Luft 
bzw. O, bis zur vollstandigen Umwandlung des Dopa in Pigment durch- 
geleitet wurde. Hierbei kam uns eben die auBerordentlich groBe 
Pigmentfahigkeit des Dopa sehr zu statten. 


Darstellung und Eigenschaften des Dopamelanins. 


Man leitet durch eine kaltgesattigte Lésung von 3, 4-Dioxyphenyl- 
alanin in n/l10 NaHCO, so lange Luft, bis die Eisenchlorid-Brenz- 
katechinreaktion verschwunden ist. Auf diese Weise erhilt man eine 
braunschwarze, undurchsichtige kolloidale Lésung. Durch Eintrocknen 
oder durch Zusatz von Elektrolyten laBt sich daraus das Pigment 
gewinnen, da es in der Siedehitze nicht koaguliert. Die Oxydations- 
geschwindigkeit kann beschleunigt werden, wenn die Lésung mit 
Sauerstoff in der Druckflasche geschiittelt wird (py = 8,1), oder wenn 
man Tyrosinase zusetzt. Die Menge des auf diese Weise gewonnenen 
Pigments entspricht etwa der Hilfte des urspriinglich angewandten 
Dopas. Fiihrt man die Oxydation von Dopa in stark alkalischer Lésung 
(normale Natronlauge) durch, dann erhalt man ein Pigment anderer 
Zusammensetzung. Dasselbe ist, im Gegensatz zu dem nach der ersten 
Methode erhaltenen Melanin nicht schwarzbraun, sondern reinbraun, 
und die Lésung selbst zeigt wihrend der Oxydation goldbraune Farbung 
(anderer Dispersionsgrad). Ein deutlicher Unterschied hingegen tritt 
auf beim Ausfillen des Melanins aus der stark alkalischen Lésung 
durch Ansaiuern mit Salzsiure. Es findet kraftige Gasentwicklung 
(Abspaltung von CO,) statt. Alle Darstellungsmethoden des Pigments 
haben hingegen die Eigenschaft gemeinsam, daB nach MaBgabe des 
Fortschritts der Oxydation eine Abspaltung von Ammoniak statt- 
findet. 


Reaktionen des trockenen ausgefillten Pigments. 


Das Pigment, das durch Oxydation in schwach alkalischer Lésung 
erhalten wurde, lést sich in ganz geringer Menge in Wasser. Eine solche 
Lésung wird auf Zusatz von Nitroprussidnatrium intensiv griin, nach 
dem Alkalisieren rotbraun, mit Eisessig in der Kalte angesiuert, bildet 
sich die griine Farbe zuriick. Der Niederschlag von Bleiacetat in 
ammoniakalischer Lésung reiBt das Pigment mit. Die Reaktionen 
auf Brenzkatechinderivate und auf Dioxyphenylalanin verlaufen 
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negativ, ebenso der Nachweis von Pyrrol (mit Ausnahme der Fichten- 
spanr.) und Tryptophan. In der Lésung des Pigments, die nach dem 
Ausfallen desselben iibrigbleibt, konnte bis jetzt auBer NH,OH nichts 
nachgewiesen werden, weder unverandertes Dopa (vollstandige Oxydation 
vorausgesetzt), noch Spaltstiicke desselben (Desamidierte Siuren). 
Was die Thormdhlensche Reaktion zum Nachweis von ,,Melanogen“ 
betrifft, wurde gefunden, daB weder das nicht oxydierte Dopa, noch 
eine nur teilweise oxydierte Dopalésung (in welcher also noch nicht 
angegriffenes Dopa, eventuelle Zwischenstufen der Oxydation und 
fertiges Pigment nebeneinander vorhanden sein kénnten), noch eine 
alkalische Pigmentlésung, welche mit Zinkstaub gekocht wurde, um 
eine Reduktion einzuleiten, einen positiven Ausfall der Reaktion 
zeitigten. Dabei ist tiber die Thormadhlensche Reaktion selbst zu sagen, 
daB sie kaum geeignet ist, sichere Schliisse auf die Anwesenheit von 
,»Melanogen“ zu ziehen, da ihre Technik Méglichkeiten zu Trugschliissen 
birgt. Sobald nimlich beim Ansiéuern der stark alkalischen Lésung 
mit Eisessig durch gute Abkiihlung eine Temperatursteigerung der 
Lésung infolge der Neutralisationswirme nicht verhindert wird, kann 
es leicht vorkommen, daB Farbumschlaige beobachtet werden, welche 
zur Annahme einer positiven Melaninprobe verleiten kénnen. 
Wahrend so mit Dopa unter genauer Einhaltung der Vorschrift die 
Thormahlensche Reaktion negativ ausfallt, erhalt man beim absicht- 
lichen Erwarmen der gleichen Lésung ein blaugriines Endstadium und 
schlieBliche Bildung eines blauen Niederschlags. Die Melanogenprobe 
ist tibrigens in diesen Versuchen belanglos, denn wenn man auch eine 
Melaninvorstufe annimmt, mit ,,Melanogencharakter‘‘, d. h. eine Vor- 
stufe, die unter geeigneten Bedingungen leicht Melanin bildet, dann 
ist sie in diesem Falle nicht zwischen Dopa und Melanin zu suchen, da 
die Reaktion, einmal eingeleitet, sicher auf keiner Stufe mehr fest- 
gehalten werden kann, sondern das Dopa ist bei dieser Pigmentbildung 
selbst das Melanogen. Auch die oft zur Charakterisierung von Melanin 
herangezogene Fichtenspanreaktion auf Pyrrol ist, wie schon oben 
angefiihrt, nicht eindeutig. 


Fallungsversuche des Melaninsols. 

Aus der Lésung, welche man nach der vollstandigen Oxydation 
des Dopas erhalt und in welcher das Pigment als Kolloid gelést vor- 
handen ist, kann es durch Eintrocknen oder durch Elektrolytzusatze 
ausgeflockt werden. Das Melanin fallt nach Zusatz von NaCl, aber 
es ist dazu mindestens eine Normallésung erforderlich. Verwendet man 
Salzsiure, dann geniigt etwa ein Achtel des Volumens an | proz. Saure. 
Es wird nicht ausgeflockt mit Talk, Tierkohle oder NaH(N H,) PO,- 
Lésung, wohl aber mit Aluminiumsulfatlésungen bzw. kolloidalem 
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Eisenhydroxyd. Uber das Fiallungsoptimum bei Anwendung der 
beiden zuletzt genannten Mittel orientiert die Zusammenstellung: 





Volumenverhiltnis 








Melaniniésung || 20/10 1/5,/5,5)/2/2 = 2/2 
n/10 Alaunlésung | 1} 2 | 05) | as | 2) T Ltd | Te ie is 1 
Flockung .-. ©} —|)— — +/+ 4+/4+/4+>4+/4+/4+/+ 
+i tr} + | + 
wT 1 | + 
Fallung mit kolloidalem Fe (OH);. 
Volumenverhiltnis 
i Be 2 Nr Re 
1 1 1,5 1 
Flockung .... + + i + 
T T » 
: - 
Farbe der Lésung braun, Fast farblos gelblich 


undurchsichtig (schw. gelblich) 


Das Melaninsol ist also ein negatives Kolloid. Am vollstandigsten 
verlauft die Alaun- bzw. Eisenhydroxydfallung. Hingegen ist derselben 
die Fallung mit Salzsiure vorzuziehen, wenn es sich darum handelt, 
zu quantitativen Versuchen ein méglichst reines Pigment zu erhalten. 

Das ausgefillte trockene Pigment ist schwer léslich in kaltem 
Wasser, etwas leichter in heiBem (irreversibles Kolloid), wenig léslich 
in Alkohol, gut in Pyridin, Laugen oder Sauren, unléslich in Ather 
und Chloroform. 


Stickstoffgehalt des Melanins. 


Die hier mitgeteilten Daten beanspruchen noch keinen definitiven 
Wert, da es sich gezeigt hat, daB das, was man gewéhnlich unter dem 
Begriff ,,Melanin“ versteht, kein eindeutig bestimmter Kdérper ist, 
sondern daB er als Sammelbegriff aufgefaBt werden muB fiir alle durch 
Oxydation von Melanogenen (in unserem Falle Dopa) entstandenen 
dunklen Produkte, welche je nach den Versuchsbedingungen einen 
anderen Stickstoffgehalt aufweisen. Dieser schwankt ungefahr zwischen 
5 bis 8 Proz. Ob es gelingt, ein Verfahren zu finden, nach welchem in 
jedem Falle ein und derselbe Kérper erhalten wird, scheint noch 
sebr fraglich, da die Pigmentierung nicht nur auf einer Oxydation des 
Dopas, sondern auch auf einer Kondensation und einer eventuellen 
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Polymerisation beruht. (Analogie mit der Anilinschwarzbildung.) 
Immerhin seien im folgenden einige Stickstoffwerte zusammengestellt, 
wie sie bei Pigmenten gefunden wurden, die auf verschiedene Weise 
dargestellt wurden. 

A. Dopa in n/10 NaHCO, gelést, Luft durchgeleitet bis zum Ver- 
schwinden der Eisenchloridreaktion, das Pigment mit Salzsiure ausgefillt. 

0.2141 g Substanz verbrauchen nach Kjeldahl 8,16cem n/10 HC! 
= 5,84 Proz. N (Dopamelanin IV s. Tabelle). 

B. Auf die gleiche Weise wie A dargestellt, jedoch noch mit Zusatz 
eines Tyrosinase-Glycerinextraktes. 

0,3674 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 17.23 ccm n/10 HC! 
= 6,57 Proz. N (Dopamelanin III s. Tabelle). 


C. Dopa in n/10 NaHCO, gelist, mit Phosphatpuffergemisch auf 
Pq = 8,1 eingestellt und in der Druckflasche mit Sauerstoff auf der Schiitte!- 
maschine oxydiert. Pigment mit Salzséure ausgefillt. 


0,3149g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 17,6ccm n/10 HC! 
= 7,8 Proz. N. 

D. Genau die gleiche Darstellung wie C. 

0,1674g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 9,95cem n/10 HC! 
= 8,8 Proz. N. 

E. Darstellung wie C und D, hingegen wird das Pigment mit n/10 
KAI(S0O,),-Lésung ausgefallt. 

0,8270 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 12,75 cem n/10 HC! 
= 2,16 Proz. N. 


Dieser letzte Wert ist so niedrig, weil das Pigment noch Aluminium- 
hydroxyd mitgerissen hat, welches beim Ausfillen der alkalischen 
Pigmentlésung entstanden ist. Dadurch entstehen fiir quantitative 
Untersuchungen natiirlich ganz unbrauchbare Produkte. Es ist méglich, 
daB das sonst sehr brauchbare Fallungsverfahren (da es am quan- 
titativsten arbeitet) noch dadurch verbessert werden kann, daB die 
Pigmentlésung vor dem Zusatz des K Al(SO,), neutralisiert, eventuell 
schwach angesiuert wird, um die Bildung des Aluminiumhydroxyds 
zuriickzuhalten. 

Die sehr verschiedenen N-Werte, die hier in den Pigmenten, die 
aus demselben und reinen Ausgangsmaterial je nach der Art der Dar- 
stellung erhalten wurden, lassen die divergierenden Angaben der Autoren 
iiber den N der natiirlichen, wohl immer durch Beimengungen ver- 
unreinigten Pigmente ohne weiteres verstandlich erscheinen. 


Verhalten des Pigments gegen Oxydations- und Reduktionsmittel. 


Reduktionen und Oxydationen von kiinstlichen und natiirlichen 
Pigmenten sind schon vielfach durchgefiihrt worden. Der Zweck 

















192 Br. Bloch u. F. Schaaf: 


solcher Untersuchungen ist, aus den Bausteinen Anhaltspunkte fiir 
die Konstitution des Ausgangsprodukts zu gewinnen. 

Das ware der Fall, wenn es gelinge, z. B. durch Reduktion aus 
Dopamelanin, die Brenzkatechinreaktion gebende Dioxypheny]. 
verbindungen, aus Tyrosinmelanin ein Monoxyphenylderivat zu ge- 
winnen und das Verfahren auf natiirliches Pigment tibertragen wiirde. 
Das Ziel ist aber bis jetzt nicht einmal mit den kiinstlichen, geschweige 
denn mit den natiirlichen Melaninen erreicht worden. Das Gefiige 
des Melaninmolekiils ist offenbar ein so festes und kompliziertes, daB 
nur eine weitgehende Zersprengung zu uncharakteristischen Teil- 
stiicken erhalten wird. Auch die folgenden Untersuchungen fiihrten 
nicht zum Ziele. Doch miissen sie zum Teil — wir denken dabei speziell 
an die elektrolytische Reduktion — fortgesetzt werden. 

Durch die Einwirkung von H,O,, Chromsaure und Salpetersiure 
auf alkalische Melaninlésung ist es uns nicht gelungen, Spaltprodukte 
zu fassen, welche zu einer niheren Charakterisierung des Melanin- 
molekiils dienen konnten. Unter dem Einflu8 von Kaliumpermanganat 
(5 Proz.) findet weitgehende Oxydation und Aufspaltung statt unter 
Entwicklung von viel CQ,. 

Im Gegensatz zu den Oxydationsmitteln scheint es vielleicht durch 
Reduktion eher méglich zu sein, Abbauprodukte des Melanins zu er- 
halten, welche auf dessen Konstitution zuriickschlieBen lassen. Die 
hier mitgeteilten Versuche haben noch nicht abschlieBenden Charakter, 
sondern miissen noch weiter ausgebaut werden. Immerhin hat sich 
schon jetzt gezeigt, dab eine Reduktion in saurer Lésung (Zink- und 
Salzsaure) nicht zum Ziele fihrt, daB hingegen Reduktion in alkalischem 
Medium (Zink und Natronlauge, Natriumamalgam — aktiviertes 
Aluminium ist unwirksam — elektrolytisch) oder endlich katalytische 
Hydrierung eher in gewiinschter Richtung weiterfiihren kénnten. 
Beim Behandeln von Melanin in Natronlauge mit Zinkstaub laBt sich 
eine Farbaufhellung beobachten. 

Bei der sehr energischen katalytischen Hydrierung durch Erhitzen 
der Substanz mit Platinmohr im Rohre unter Wasserstoff (wobei das 
Produkt schmilzt), kann in der Vorlage eine élige Fliissigkeit und ein 
weiBes, unangenehm und stechend riechendes Sublimat aufgefangen 
werden, dessen Untersuchung aber, infolge der geringen Menge nicht 
durchgefiihrt werden kann. Daneben tritt reichliche Ammoniak- 
entwicklung auf. Das 01 gibt mit Eisenchlorid eine griine Firbung, 
die auch in alkalischer Lésung bestehen bleibt. Aus dem Rohrinhalt 
14Bt sich mit Alkohol ein Kérper herauslésen, der leicht aus diesem 
Mittel kristallisiert. Diese Methode ist aber wahrscheinlich zu wenig 
schonend, indem sie weitgehend verinderte Spaltprodukte liefert. 
Giinstiger kann eventuell partiell hydriert werden, wenn man das 
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Melanin in wasserfreiem Pyridin lést und in Gegenwart von Palladium- 
katalysator reduziert. 

Bei der elektrolytischen Reduktion wurde als Anolyt n-Na,CO,, als 
Katholyt eine sodaalkalische Dopamelaninlésung verwendet. Beide 
waren durch ein Tondiaphragma getrennt. Die Kathode bestand aus 
einem mit Pb-Schlamm iiberzogenen Bleiblech von etwa 2,8 qdm Ober- 
flache. Es wurde bei einer Temperatur von 50° mit 16 Volt Spannung 
4 Stunden elektrolysiert. Nach den Ansiuern und Ausiithern des 
Elektrolyten findet sich im Ather in geringer Menge ein stechend 
riechendes Ol, das zum Teil kristallinisch erstarrt, schwach sauer 
reagiert und, auf die Haut gebracht, reizt. Daneben findet wieder eine 
Ammoniakabspaltung statt, hingegen zeigt der Katholyt nach dem 
Ausfillen des Pigments weder positive Eisenchlorid- noch Thormihlen- 
reaktion, was natiirlich nicht gegen eine eingetretene Reduktion spricht. 
Auf jeden Fall miissen diese Versuchsmethoden weiter durchgearbeitet 
werden, da sie nach allen bisherigen Resultaten noch die einzige Méglich- 
keit zu bieten scheinen, charakteristische Abbauprodukte des Melanins 
fassen zu kénnen. 


Reaktionskinetische Untersuchungen. 


Obwohl die Reaktion durch die vorangehenden Versuche chemisch 
noch nicht so weit abgeklart ist, férdern doch die Untersuchungen des 
Oxydationsverlaufs die Kenntnisse tiber den Pigmentierungsvorgang, 
so daB solche kinetische Messungen auch jetzt schon gerechtfertigt 
sind. Vor allem geben diese Untersuchungen Anhaltspunkte iiber die 
Stufen, iiber welche die Oxydation von Dopa bis zum fertigen Pigment 
verlduft. 

Der Oxydationsverlauf wurde in jedem Falle durch die Abnahme 
der Konzentration des Aminostickstoffs gemessen, und zwar in zwei 
prinzipiell voneinander verschiedenen Anordnungen, in dem das eine 
Mal das System Dopa—Luft ruhend war, die Oxydation also nur an 
der Grenzfliche beider Phasen stattfand und demzufolge sehr langsara 
verlief, waihrend in einer anderen Anordnung das Oxydationsmittel 
in groBem Uberschu8 und in praktisch konstanter Menge im Verhaltnis 
zum Dopa vorhanden war, indem die Dopalésung mit Sauerstoff standig 
geschiittelt wurde. Die iibrigen Versuchsbedingungen hingegen waren 
in beiden Fallen gleich gewahlt worden, d. h. Lésungsmittel war n/10 
Natriumbicarbonatlésung mit Phosphatpuffer auf pg 8,1 eingestellt 
und der Gehalt an Dopa betrug in Anfangskonzentration '/,, Mol im 
Liter. 


Die Temperatur wurde bei 17° gehalten. Die Verhiltnisse der 
beiden Reaktionen sind im Diagramm wiedergegeben, wo die prozentuale 
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Aminostickstoffabnahme als Ordinate, die Zeit als Abszisse aufgetragen 
wurde (Abb. 2). Ihre Charakteristik ist kurz folgende: 
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A. Reaktion in ruhendem System. 


Die Abnahme des Aminostickstoffs wachst mit der Reaktionsdauer, 


Aminostickstoff 
d.h. d tient . 
ne ee 


einem Aminostickstoffverlust von 80 Proz. hat die Reaktion ihr Ende 
erreicht. 


nimmt steigende Werte an. Bei 


B. Reaktion in bewegtem System mit SauerstoffiiberschuB. 


Zu Beginn rapide Abnahme des Aminostickstoffs. Im weiteren 
, Aminostickstoff 
Verlauf aber so, daB der Quotient — Zeiteinheit fallende Werte 
annimmt. SchluB der Reaktion nach einer Aminostickstoffabnahme 
von 80 Proz. 

Diese auf den ersten Blick sich widersprechenden Befunde lassen 
sich sehr gut in Einklang bringen, wenn man annimmt, daB die Reaktion 
Dopa —Pigment mindestens in zwei Stufen verliuft, einer Oxydation des 
Dopas an den Hydroxylgruppen (Kérper 1) und einer nachfolgenden 
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Kondensation unter Veranderung der Aminogruppe (Kérper 2), wobei 
die Geschwindigkeit der ersten Reaktion gréBer ist, als diejenige der 
zweiten. Der Messung zugianglich ist aber nur die zweite Phase. 

Unter dieser Voraussetzung lassen sich die beiden Reaktions- 
diagramme folgendermaBen interpretieren: Bei der Oxydation in 
ruhendem System sind die Bedingungen zur Bildung von Kérper 1 
schlecht, denn die Oxydation kann nur an der Oberfliche der Lésung 
stattfinden. 

Weil nun weiter das Gemisch auch nicht geriihrt wird, kann ein 
Austausch zwischen Kérper 1 und unverandertem Dopa nur durch 
Diffusion stattfinden. Dieser Kérper 1 ist befahigt, eine Kondensation 
unter Veranderung der Aminogruppe einzugehen. Da nun seine Anfangs- 
konzentration unter den schlechten Bedingungen gering ist, wird sich 
auch der Umsatz zu Kérper 2 nur in sehr geringer Menge vollziehen. 
Ist nun aber die Geschwindigkeit der Bildung von 1 gréBer als die- 
jenige von 2, dann kann sich Kérper | trotz seiner schlechten Bildungs- 
bedingungen dennoch in der Lésung anreichern, seine Konzentration 
wachst also, und da die Bildung von 2 sicher nicht monomolekular ist, 
muB die Konzentration von 1 auf die Reaktionsgeschwindigkeit von 
Einflu8 sein, d.h. mit steigender Konzentration von 1 muB die ge- 
messene Bildung von 2 zunehmen. Diesen Verhiltnissen entspricht 
die Kurve mit ihrer zunehmenden Steigung. Je linger die Reaktion 
dauert, desto gréBer ist die Konzentration von 1 und desto mehr 
wird davon zu 2 umgesetzt, desto gréBer wird also der Quotient 
Stickstoffabnahme 

Zeiteinheit 

In der zweiten Versuchsanordnung sind nun die Bedingungen 
so gewahlt (Oxydation mit Sauerstoff, standiges Schiitteln), daB die 
Bildung von | sehr begiinstigt ist. Aus dem Diagramm geht hervor, 
daB diese erste Stufe fast momentan erreicht ist. Die Konzentration 
von 1 erfahrt im weiteren Verlauf keine Zunahme mehr, die Kurve 
gibt also gerade ein Bild des Umsatzes von Kérper 1 zu 2, und zwar 
liegen die Verhaltnisse hier ganz normal, indem die Reaktion um so 
langsamer verliuft, je weiter der Umsatz vorgeschritten ist, d. h. der 
Quotient Aminostickstoffabnahme 

Zeiteinheit 

Zu Beginn des Versuchs ist aller Stickstoff in Form der Amino- 
gruppe vorhanden, und die Bestimmung des Aminostickstoffs ist zugleich 
eine Bestimmung des Gesamtstickstoffs. Am Schlusse des Versuchs 
— vollsténdige Umwandlung in Melanin und totales Verschwinden 
des urspriinglichen Dioxyphenylalanins — finden sich noch 60 Proz. des 
urspriinglichen Stickstoffes, 20 Proz. = 4 als Aminostickstoff, 40 Proz. 
= */, Stickstoff in anderer Form gebunden. Die fehlenden 40 Proz. 





muB kleiner werden. 
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sind als NH, abgespalten und von uns in der Fliissigkeit quantitativ 
bestimmt worden. Dieses Verhaltnis trifft nicht nur fiir das Endstadium 
zu, sondern bleibt waihrend des ganzen Verlaufs der Reaktion erhalten ; 
d.h. in jedem Zeitpunkt der Oxydation findet sich nach unseren 
periodischen Messungen die Halfte des verschwundenen Aminostick- 
stoffs als freies NH, abgespalten, die andere Hilfte noch gebunden, 
aber nicht mehr in Form der primaren, nach Slyke bestimmbaren 


Aminogruppe. 


Wir geben folgende Versuchsdaten: 





Nach Stunden... 2.252 s cece 8 18 28 38 48 78,5 92,5 | 1125 


Abnahme des Aminostickstoffs 27| 38 | 49 | 61 | 62 | 70 | 75 | 80*) 


Gebildeter Ammoniakstickstoff 21 | 24 | 27 | 29 32 37 | 40 
Aminostickstoff 
a 1,80 2,04 | 2,25 2,13 | 2,18 | 2,02/ 2 


Mittel: 2,08. 
*) Urspriingliche Konzentration = 100. 


An dieser Feststellung erscheint uns einmal die Tatsache interessant, 
daB bei dieser Melaninbildung durch O, eine so energische N H,-Ab- 
spaltung stattfindet. Bekanntlich hat man ja vielfach bei der fermen- 
tativen, mit NH,-Abspaltung einhergehenden Melaninbildung die 
Mitwirkung besonderer Desamidasen angenommen. Unsere Versuche 
zeigen nun, daB, wenigstens am Dopamolekiil, eine energische Des- 
amidierung auch ohne das Dazwischentreten eines besonderen Ferments 
stattfinden kann. Diese Melaninbildung aus Dopa unter Desamidierung 
findet auch bei Zusatz von KCN (in aquivalenter Menge bezogen auf 
Dopa) statt, so daB eine katalytische Wirkung von zufallig vorhandenem 
Fe ausgeschlossen ist. 

Unser Befund bildet eine Parallele zu dem von Wieland jiingst 
erbrachten Nachweis der Uberfiihrung einer anderen aromatischen 
a-Aminoséure, des Phenylalanins, in den nachst niedrigeren Aldehyd 
unter Desamidierung durch Oxydation mit Hilfe von Sauerstoff unter 
Zusatz von Kohle. 

Die von uns festgestellte Tatsache, daB unter den erwahnten 
Bedingungen bei der Dopamelaninbildung nicht nur ?/, des Gesamt-N 
abgespalten, sondern von den restierenden */; zwei Drittel in eine 
nach Slyke nicht mehr nachweisbare Form iibergefiihrt wird, fiihrt 
nun zundchst zu zwei weiteren Fragestellungen, namlich: 

1. Ist das von uns konstatierte Verhiltnis des Gesamt-N des 
fertigen Melanins zu Aminostickstoff ein konstantes? (= 2:1), mit 
anderen Worten: Enthalt das Melaninmolekiil aliphatischen Amino-N 
als integrierenden Bestandteil, oder handelt es sich hier nur um einen 





=e (oot 








ng 
uf 
pm 


gst 
en 
yd 
ter 


en 
-N 
ine 
art 


les 
nit 
-N 


en 





Pigmentstudien. 197 


Gleichgewichtszustand zwischen fertigem Melanin ohne (nach Slyke) 
nachweisbaren Amino-N und intermediadren, solchen Amino-N noch 
enthaltenden Produkten. 


2. Wie verhalt es sich in dieser Hinsicht mit der Bindung des 
N in den natiirlichen Melaninen ? 

Zu 1. Die erste Frage laBt sich durch die Untersuchung des Ver- 
hiltnisses beider Arten von N-Bindungen in den unter verschiedenen 
Bedingungen erhaltenen kiinstlichen Melaninen feststellen und ganz 
besonders dadurch, da8 man darnach trachtet, ein Melanin herzustellen, 
das Slyke-N nicht mehr oder nur in ganz geringen Mengen enthalt. 

Wir fiihren hier einige solcher Untersuchungen an, unter Hinweis 
auf die bereits oben (8.191) mitgeteilten Daten tiber den nach der 
Herstellungsmethode variierenden N-Gehalt der kiinstlichen Melanine. 


a) Dopamelanine. L&Bt man Sauerstoff in maéBigem Strom durch 
eine beinahe neutrale Dopalésung (pg = 7,2) perlen und halt man die 
Temperatur konstant auf 55 bis 60°, dann findet man ganz andere 
Verhaltnisse. Es gelingt unter diesen Bedingungen nicht, die Reaktion 1, 
d. h. die UmwandJung zum Chinonkérper (s. spiter 8. 202) vollstandig 
zu Ende zu fihren, sondern es 14Bt sich unverindertes Dopa nach 
Ausfaillung des Pigments im Filtrat nachweisen (etwa 25 Proz. der 
urspriinglich angewandten Menge), und in Reaktion 2 (Kondensation, 
vgl. S. 202) wird das Gleichgewicht zwischen Kondensationsprodukt 
und Chinonkérper im Sinne einer vollstandigeren Kondensation 
verschoben, denn auf das Pigment entfallen nur noch etwa 2 Proz. 
Aminostickstoff, so daB also das unter diesen Bedingungen dargestellte 
Melanin fast nur noch aus Kérper 2 besteht. Anderung der 
Wasserstoffionenkonzentration im Sinne einer starkeren Alkalinitat bei 
gleicher Temperatur (55 bis 60°) und gleichem Sauerstoffstrom be- 
giinstigt hingegen wieder den vollstandigeren Verlauf von Reaktion 1; 
allerdings wird auch unter diesen Bedingungen Dopa noch nicht restlos 
aufgebraucht, hingegen sind 90 Proz. aus der Lésung verschwunden. 
Bei der Oxydation in Gegenwart von Tyrosinase ist das Verhiltnis 
zwischen Kondensationsprodukt und Chinonkérper im ausgefillten 
Pigment wieder ein anderes, denn dieses Melanin enthalt weniger 
Aminostickstoff als das auf 8. 195 ausfiihrlich beschriebene Beispiel, 
denn wahrend jenes Pigment noch 33 Proz. seines N in Form der 
Aminogruppe gebunden enthalt, finden sich in diesem nur noch etwa 
13 Proz. des N als aliphatische primaire Aminogruppe. 

Die hier mitgeteilten Befunde sprechen dafiir, daB sich sowohl in 
Reaktion 1 wie in Reaktion 2 ein Gleichgewichtszustand einstellt, der 
aber durch Wahl von besonders giinstigen Bedingungen so verschoben 
werden kann, daB die beiden Reaktionen praktisch vollstandig ver- 
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laufen. Diese Tatsache ist nicht merkwiirdig, sondern laBt sich bei 
der Mehrzahl der Reaktionen zwischen organischen Ko6rpern stets 
nachweisen. 

In einem weiteren Versuch wird Dopa in 5proz. Lésung, 
deren py 8,1 betrigt, mit Sauerstoff zuerst bei gewéhnlicher Tem- 
peratur, dann auf dem Wasserbad oxydiert, bis die FeCl,-Brenz- 
katechinreaktion verschwunden ist. Oxydation mit Luft bei Zimmer- 
temperatur und py = 7,2 fihrt niemals zum vollstandigen Verbrauch 


des Dopas. 
Ausgefallt wird mit 1 proz. Salzsiure in der Kalte. 
Dopamelanin I. 
1. 0,0688 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 20,45 ccm 0,02 n HC!. 
2. 0,0379 ¢ *” * én ” 11,40 ,, 0,02n HCl. 
Gesamtstickstoff. . . 8,82 Proz. 8,438 Proz. 
NH,-Gticdkstof? ........ G48 , 


Gesamt-N : NH,-N = 17,4: 1. 


Dieses Produkt zeigt im Vergleich zu friiher gefundenen Werten 
(6,57 Proz., 5,34 Proz.) einen extrem hohen Stickstoffgehalt. Wird 
das auf dieselbe Weise oxydierte Dopamelanin nach dem Zusatz der 
zum Ausfiallen nétigen Menge | proz. HCl noch 2 Stunden auf dem 
Wasserbad und 2 Stunden iiber freier Flamme erhitzt und dann erst 
durch Dekantation bis zur vollstindigen Entfernung der Elektrolyten 
gewaschen und mit Alkohol und Ather getrocknet, dann erhalt man 
ein Produkt mit viel niedrigerem Stickstoffgehalt. 


Dopamelanin II. 


1. 0,0475 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 9,2 ccm 0,02 n HC). 
” 5,7 ” 0,02 n HCl. 


2. 0,0302 g o ”» ” 
Gesamtstickstoff. . . 5,18 Proz. 5,28 Proz. 
Aminostickstoff. ..... . 0,84 ,, 


Gesamt-N : NH,-N = 15,5: 1. 


Durch diese Behandlung wurde der Gesamtstickstoff stark her- 
untergedriickt, wiaihrend das Verhialtnis von NH,-N zu Gesamt- 
stickstoff gréBer wurde. Die groBen Unterschiede zwischen diesen 
zwei Produkten lassen sich nur so erklaren, da8 man annimmt, das 
nicht mit HCl gekochte Pigment enthalte noch Ammoniak bzw. 
NH, Cl, dessen Vorhandensein durch die Darstellungsmethode gegeben 
ist, adsorbiert, das sich nicht durch das gewéhnliche Auswaschen, 
sondern erst durch die Behandlung mit verdiinnter Saure in der Warme 


entfernen lasse. 

Diese Behandlung kann eventuell auch bei der weiteren Reinigung 
eines nicht mehr zu rohen natiirlichen Pigments eingeschaltet werden, 
um auch darin zufallige anorganische stickstoffhaltige Verbindungen zu 
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entfernen. Die Entfernung des die N H,-Gruppen enthaltenden Bestand- 
teils gelang hingegen auf diese Weise nicht, d. h. nicht befriedigend, denn 
die absolute Menge des N H,-Stickstoffs wurde nur unwesentlich vermindert. 
Um diesen restlos zu entfernen, ist wahrscheinlich eine héhere Siaure- 
konzentration notwendig. 

Es gelingt also, durch die Variation der Bedingungen das 
Verhaltnis Gesamt-N zu NH,-N in dem Sinne zu andern, daB der 

: NH, — N 
Quotient | 
Daraus geht eindeutig hervor, daB das fertige Melanin, wenigstens 
was zunichst das kiinstliche Dopamelanin angeht, das Produkt eines 
Gleichgewichtszustands ist und keinen nach Slyke nachweisbaren 
Aminostickstoff als integrierenden Bestandteil des Molekiils enthilt. 
Es miiBte demnach im Prinzip gelingen, durch weitere Modifikationen 
der Darstellung ein Melanin zu gewinnen, das iberhaupt keinen Amino- 
stickstoff enthalt. In der praktischen Ausfiihrung liegen die Schwierig- 
keiten wohl bei dem kolloiden Charakter des Produkts und der dadurch 
bedingten starken Adsorption. 

Was hier fiir das kiinstliche Dopamelanin gezeigt wurde, gilt im 
Prinzip auch fiir andere kiinstliche Melanine, wenigstens spricht dafiir 
folgende Analyse eines T yrosinmelanins: 

b) Tyrosinmelanin: Tyrosin wird in \%proz. Lésung, deren py 
durch Phosphatpuffer auf 6,2 eingestellt wurde, durch Luft in Gegen- 
wart eines Mazerationssaftes von Trockentyrosinase (dargestellt 1923 
aus Lactarius vellereus) oxydiert. Die rasch tiefrot werdende Lésung 
wird bald grauschwarz und das Melanin setzt sich in groben Flocken 
ab. Das trockene elektrolytfreie Pigment ist schwer léslich in verdiinnter 
Lauge, unléslich in Alkohol. 


1. 0,0594 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 17,55 ccm 0,02 n HCI. 


im Melanin bis auf */,, hinuntergedriickt wird. 


2. 0,0375 g pm = ae a 11,15 ,, 0,02n HCl. 
Gesamtstickstoff. . . . . . . 8,27 Proz. 8,33 Proz. 
Amumosticnsiol.. ... ««- 2k 


Zu 2. Unsere Versuchsergebnisse fiihren unmittelbar zur Frage 
nach der Bindung des N in den natiirlichen Melaninen. Trotz der auBer- 
ordentlich groBen Zahl von vorliegenden ‘Analysen haben wir in der 
Literatur dariiber keine Daten finden kénnen. Es wird jeweilen nur 
der Gesamt-N gegeben, die Frage seiner Bindung aber nicht besprochen'). 


1) Aus einer einfachen Bestimmung des Gesamt-N lassen sich bei 
den natiirlichen Pigmenten tiberhaupt keine Schliisse ziehen, da dieser 
Wert von zu vielen unbekannten Faktoren (Adsorption aller méglichen 
EiweiSspaltprodukte an das kolloidale Melanin, Bildung von huminartigen 
Stoffen bei der Hydrolyse usw.) abhiingt. Sie kann héchstens einen Finger- 
zeig iiber den Grad der Reinigung geben. 


14* 
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Um diese Liicke auszufiillen, haben wir ein Pigment aus RoBhaar, 
eines aus Schafwolle, eines aus einer melanotischen Leber untersucht. 


a) Pigment aus Rofhaar: Die mit Seifenlésung und 0,2n NaOH 
gewaschenen Haare werden mit 25proz. H,SO, 15 Stunden (bis zur voll- 
standigen Hydrolyse) gekocht. Man filtriert das Pigment ab, list das 
gewaschene Produkt im verdiinnten NaOH, fallt wieder durch Zusatz 
von Saure, wiischt das Pigment bis zur vollstiéndigen Elektrolytfreiheit, 
spiilt mit Alkohol und Ather und trocknet schlieBlich dieses Rohpigment 
bei 110°. 

Analyse : 
1. 1,8846 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 14,5 ccm n HCI. 
2. 0,7780 g Substanz verbrauchten nach Slyke 26,1 ccm N, (22°,719mm). 
Gesamtstickstoff. . . . . 10,78 Proz. 
Aminostickstoff. .... 1,74 ,, 


Durch zehnstiindige Extraktion dieses Produktes mit der 20fachen 
Menge absoluten Alkohols lassen sich Verunreinigungen entfernen, die 
im Alkohol ziemlich, im Benzol zum Teil sehr leicht léslich sind, die N 
nur in geringer Menge, S aber reichlich enthalten und die selbst nicht 
gefirbt sind. Nach dem Lésen in n/10 NaOH und Wiederausfillen mit 
lproz. HCl ergeben sich folgende Analysendaten: 


Analyse : 
1. 0,0277 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 11,7 ccm 0,02 n HCI. 
2. 0,0597 g ie s we = 24,95 ,, 0,02n HCl. 
Gesamtstickstoff. . . . . 11,85 Proz. 11,71 Proz. 
NH,-Stickstoff ..... 0,61 ,, 


Durch die Alkoholbehandlung wurde der NH,-N um mehr als */, 
reduziert, wihrend der Gesamtstickstoffgehalt etwas héher geworden ist. 

b) Pigment aus Schafwolle: Das Rohpigment wurde analog wie 
das RoBhaarpigment dargestellt: 


Analyse: 
0,8800 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 3,9 cem n HCl. 
Gesamtstickstoff. . . . . 6,2 Proz. 
Aminostickstoff. . . . . 0,56 ,, 


Stark schwefelhaltig. 


Dieses Produkt wird 20 Stunden im Soxhlet mit Pyridin extrahiert. 
Die Pyridinlésung im Vakuum stark eingeengt, darauf mit H,O verdiinnt 
und mit HCl angesiuert. Dekantiert, noch zweimal mit HC] durchge- 
arbeitet, dann bis zur Cl’-Freiheit gewaschen. 


Analyse : 
1. 0,0543 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 11,85 ccm 0,02 n HCl. 
2. 0,0392 ¢ = = - = 8,6 ,, 0,02n HCl. 
Gesamtstickstoff. . . . . 6,11 Proz. 6,15 Proz. 
Aminostickstoff. ... . 0,25 ,, 


Die Pyridinbehandlung des Pigments fihrt, aus dem Gesamt- 
stickstoffgehalt zu schlieBen, zu keinem wesentlich reineren Produkt, 
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allerdings wird der Gehalt an N H,-Stickstoff und an 8S etwas geringer, 
aber gerade das erste kann auch auf die Séurebehandlung zuriick- 
zufiihren sein. 


c) Pigment aus einer melanotischen Leber (Metastasen eines von 
der Haut ausgegangenen Naevocarcinoms). Eine melanotische Leber wird 
fein zerhackt, der Brei mit dem gleichen Volumen l5proz. NaOQH 3 Wochen 
in der Kilte stehengelassen, dann vom Ungeldésten abgetrennt und das 
Filtrat mit HC! deutlich angesiuert. Der entstehende Niederschlag wird 
nach dem Absitzen gut gewaschen, abgesaugt, wieder in 2n NaOH gelést, 
vom Ungelésten abfiltriert und das Filtrat gefallt. Dieser neue Niederschlag 
wird bis zur vollstandigen Entfernung von Cl’ gewaschen und mit Alkohol 
und Ather getrocknet. Hierauf 15 Stunden im Soxhlet mit Petrolither 
extrahiert. Es bleibt nach dieser Behandlung ein braunschwarzes kérniges 
Pulver zuriick. Dieses Rohpigment ist noch stark 8-haltig. 


Analyse: 
0,0358 g Substanz verbrauchten nach Kjeldahl 13,0 cem 0,02n HCl. 
Gesamtstickstoff. . . . 12,18 Proz. 
Aminostickstoff.... 1, ,, 


Die Resultate unserer Analysen sind in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellt : 





Goeamt+! Ni HaeN 


Melanin Darstellung S 
Proz. Proz. 
T yrosinmelanin Tyrosinase, Luft pg = 6,2 8,27 11 — 
8,33 
Dopamelanin I Sauerstoff, mit HCl gefallt, 8,32 
Py = 8,1 843/048 | — 
Dopamelanin II Mit HCl gekocht 5,18 
5.28 0,34 
Dopamelanin III Tyrosinase, Luft py = 8,1 6,75 | 0,90 
0,86 


Dopamelanin IV Luft, py = 8,1 mit HCl in der 
Hitze gefallt 5,34 | nicht bestimmt 
RoBhaarpigment Saurehydrolyse, in Lauge gelést u. 
mit HCl gefallt, 100° getrocknet 10,78 171 +4 
dasselbe Mit absol. Alkohol extrahiert 11,85 
1171 051 + 
Schafwollepigment Saurehydrolyse, umgefillt, bei 


110° getrocknet 6.2 056 +44 
dasselbe In Pyridin léslicher Teil, 
umgefallt 6.11; 025 +4 
6,15 


Tumorpigment | Mit Lauge gelést, umgefallt und 
(Lebermetastasen) mit Petrolather extrahiert 12,13; 12 +++ 


Aus den angefiihrten Analysenzahlen laépt sich unseres Erachtens 
der SchluB ziehen, daB sowohl in den kiinstlichen als in den natiirlichen 
Melaninen weitaus die Hauptmenge des N in einer nach Slyke nicht 
nachweisbaren Form, also nicht als aliphatischer Amino-N vorhanden ist. 


‘ 
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Das Verhiltnis von Gesamt-N zu Slyke-N ist aber auBerdem so wechselnd 
und so sehr von den Versuchsbedingungen abhingig, daB man iiberhaupt 
zu dem SchluB kommen muf, daf das endgiiltige Melaninmolekiil keinen 
integrierenden Slyke-N mehr enthdalt, sondern dag der im Melanin noch 
nachweisbare Aminostickstoff von adsorbierten Ausgangs- und Zwischen- 
produkten sowie von sonstigen Beimengungen herriihrt. 

Wenn wir nun dazu iibergehen wollen, die bisherigen Resultate 
einer Deutung oder Erklarung zu unterwerfen, so muB es uns klar sein, 
daB wir damit den Boden der Tatsachen verlassen und uns auf den 
einer provisorischen Arbeitshypothese begeben. 

Die Bildung des Dopamelanins — denn auf dieses wollen wir uns 
beschranken — geht offenbar iiber mindestens drei Stufen. 


Als erste Stufe ist die Bildung des Chinonkérpers anzunehmen. 


OH Oo 
| | 
HO OW a 
| | 
| icaamiel 
SE Y 
bu, .cH.COOH CH,.CH.COOH 
NH, NH, 


Als zweite und dritte Stufe nehmen wir an: Kondensation von 
2 bzw. 3 Molekiilen des Chinonkérpers unter Desamidierung der noch 
unveranderten Seitenkette. 
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Eine solche Annahme wiirde uns folgende Momente erklaren : 


1. Die beobachtete Abspaltung von NH, und CO, bei der Melanin- 
bildung. 

2. Die Tatsache, daB sowohl die kiinstlichen als die natiirlichen 
Melanine Amino-N in aliphatischer Form in sehr wechselnder aber 
stets im Vergleich zum Gesamt-N in sehr geringer Menge enthalten 
[wobei wir die Restwerte von Amino-N durch noch adsorbierte Reste 
des Chinonkérpers (1), bei den natiirlichen Melaninen auch eventuell 
durch andere mitgerissene Beimengungen erklaren]. 


3. Die Annahme einer Aldehydgruppe wiirde uns auch eventuell 
eine Erklarung dafiir geben, daB simtliche — natiirliche und kiinst- 
liche — Melanine, die wir daraufhin untersucht haben, sowohl T'ollens- 
sche Lésung als Nesslers Reagenz zu reduzieren vermégen. Vielleicht 
ist sie auch die Ursache der starken Polymerisationstendenz der Melanine. 


4. Sie wiirde auch die Pyrrolreaktion des Pigments plausibel 
machen, denn die obige Formulierung des Kondensationsprodukts 
enthalt praformiert bereits den Pyrrolring, wie aus folgender Formel 


hervorgeht : 
CH, 


Oo en 
9. || Hooc-—cH | | 
Ye ae N | 
| | v. a’ i No 
e d 





Tu,.cx0 


Es ware anzunehmen, daB dieser Ringschlu8 unter den Bedingungen 
der Fichtenspanreaktion (trockene Erhitzung) effektiv zustande kommt, 
begiinstigt vielleicht durch die Aldehydgruppe. Es sei hierbei auf die 
Ausfiihrungen tiber die Bedingungen der Pyrrolreaktion (S. 184) ver- 
wiesen. 

5. SchlieBlich ist auf die Ubereinstimmung zwischen dem Gesamt- 
stickstoffwert unseres reinsten, d.h. des Amino-N-airmsten Dopamela- 
nins und des nach der Formel III berechneten hinzuweisen. 

Er betragt im ersten Falle 5,23 Proz. N (Mittelwert aus 5,18 und 
5,28 Proz., vgl. Tabelle), im zweiten Falle 5,2 Proz. N. 

Die héheren N-Werte der meisten natiirlichen Melanine (eine 
Ausnahme bildet unser Schafwollepigment mit 6,2 Proz. N) erkliren 
sich zwanglos aus adsorbierten Beimengungen. Das gleiche trifft wohl 
auch fiir diejenigen kiinstlichen Melanine zu, bei deren Darstellung 
Tyrosinase Verwendung findet (z.B. Dopamelanin mit Tyrosinase 
= 6,57 Proz.N). — 
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Trotz dieser auffallenden Ubereinstimmungen braucht aber woh! 
das Hypothetische dieser ganzen Auffassung nicht nochmals betont zu 
werden. Erst dann, wenn wir die Bausteine des Melanins durch Abbau 
kennengelernt haben, wird es méglich sein, hier Tatsachen an die Stelle 
von Hypothesen zu setzen. 


Zusammenfassung. 


1. Das Pigment (Melanin) wird, sowohl in der Haut als im Auge, 
im Protoplasma der pigmentbildenden Zellen (ektodermale und meso- 
dermale Melanobdlasten) aus einer farblosen Vorstufe durch ein intra- 
zellulires Oxydationsferment, die Dopaorydase, gebildet. Die Oxydase 
146t sich an Gefrierschnitten und Extrakten durch die ,,Dopareaktion‘ 
(Umwandlung des 3, 4-Dioxyphenylalanins zu Dopamelanin) nach- 
weisen. Sie ist gegen Erhitzen, Austrocknen, H,S usw. empfindlich, 
wenig aber gegen HCN. Die D.-R. (Oxydase) ist streng substrat- 
spezifisch und entfaltet ihre optimale Wirkung bei py = 7,3 bis 7,4. 
Natiirliche Pigmentbildung und D.-R. verlaufen zeitlich, drtlich und 
der Intensitét nach parallel. Die D.-R. ist daher beim Menschen und 
den héheren Wirbeltieren als Indikator des spontanen Pigmentbildungs- 
vermégens, die Dopaoxydase als das natiirliche pigmenthildende Ferment 
aufzufassen. 

2. Das Absorptionsspektrum des Dopamelanins besitzt keine 
charakteristischen Banden. Die Absorption beginnt im sichtbaren 
Teile des Spektrums, und der Extinktionskoeffizient wichst stetig 
mit abnehmender Wellenlange. 

3. Dopamelanin ist ein negatives Kolloid, es wird am besten durch 
Saéure, Aluminiumsulfatlésung oder kolloidales Eisenhydroxyd aus- 
gefallt. 

Seine Léslichkeit hangt ab von der Art der Darstellung und 
Trocknung. Als Lésungsmittel kommen auBer Alkalien in Betracht: 
Wasser, Alkohol und Pyridin. 

Gegen Oxydations- und Reduktionsmittel ist Dopamelanin sehr 
widerstandsfahig; nur bei energischem Eingriff findet Aufspaltung zu 
uncharakteristischen Spaltstiicken statt. 

4. Dopamelanin wird dargestellt durch Oxydation von 3, 4-Dioxy- 
phenylalanin mit Sauerstoff in alkalischer Lésung. Dabei findet Kohlen- 
séureabspaltung statt. Der urspriinglich nur als primére aliphatische 
Aminogruppe vorhandene Stickstoff wird zum Teil in eine andere 
(nach Slyke nicht mehr nachweisbare) Bindung iibergefithrt, zum Teil 
als Ammoniak abgespalten. 


Menge des als Ammoniak cefundenen Stickstoffs _1 





Aminostickstoffabnahme 2 
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Besonders interessant erscheint die Tatsache dieser Desamidierung 
unter dem Einflu8 von Sauerstoff allein; sie zeigt, daB eine energische 
NH,-Abspaltung auch ohne das Dazwischentreten eines besonderen 
Ferments (,,Desamidase) und unter AusschluB von Eisen als Kata- 
lysator (denn auch in Gegenwart von KCN nimmt die Reaktion einen 
gleichen Verlauf) stattfinden kann. 

5. Der Stickstoffgehalt der unter verschiedenen Bedingungen er- 
haltenen Dopamelanine schwankt zwischen 5 und 8 Proz. (das reinste 
Produkt enthalt 5,23 Proz. N). Noch starker sind die Schwankungen 
in den natiirlichen Melaninen (Adsorption von Beimengungen). 

Der in den fertig gebildeten (natiirlichen und kiinstlichen) Melaninen 
enthaltene Stickstoff ist zum weitaus gréBten Teile nicht mehr als 
Aminostickstoff nachweisbar. Das Verhaltnis zwischen Gesamtstickstoff 
und Amino-(Slyke-) Stickstoff ist je nach Herkunft und Darstellung 
der Melanine groBen Schwankungen unterworfen. Der Quotient 
pcenentena wird um so kleiner, je reiner das Melanin ist. Bei 
einem kiinstlichen Dopamelanin betrug er etwa 1/15,5. Daraus laBt 
sich der Schlu8 ziehen, daB sowohl in den natiirlichen wie in den kiinst- 
lichen Melaninen der Amiéinostickstof{ kein integrierender Bestandteil 
des Melaninmolekiils, sondern auf Verunreinigung durch adsorbierte 
Zwischenprodukte der Oxydation zuriickzufihren ist. 
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Beitrige zu einer Pharmakologie der Konzentrationsinderungen. 


III. Mitteilung: 
Weitere Versuche iiber Kationenwirkungen, 


Von 
L. Jendrassik und E. Annau. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Hilfsaktion des ungarischen Hochschul- 
vereins. 


(Eingegangen am 6. Juli 1925.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Veraindern wir die Konzentration der Kationen in der Tyrode- 
lésung, so zeigen sich an der Bewegung des umspiilten Darmes auf- 
fallende, voriibergehende Anderungen. Diese Erscheinungen wurden 
in der ersten Mitteilung beschrieben, und es wurde auch zu beweisen 
versucht, daB diese mit den voriibergehenden Alkaloidwirkungen auf 
gemeinsamer Grundlage erklirt werden miissen'). Ionen wirken nach- 
dem auch dadurch, daB die Verainderung ihrer Konzentration als Reiz 
fungiert. Den durch die Steigerung der Konzentration hervorgerufenen 
Effekt nannten wir Augmentations- oder A-Wirkung, den durch Ab- 
nahme der Konzentration hervorgerufenen Diminutions- oder D-Wirkung. 
Beide haben wir den bleibenden oder manenten Wirkungen entgegen- 
gestellt, die durch die Gegenwart einer Substanz aufrecht erhalten 
werden. 

Diese Erscheinungen kénnen auch physiologische und allgemein- 
pharmakologische Beziehungen haben. Darum schien es empfehlens- 
wert, zu untersuchen, ob auch auf andere Tiere, andere Organe und 
mit anderen Ionen derartige Wirkungen hervorzurufen sind. Einerseits 


1) L. Jendrassik, diese Zeitschr. 148, 116, 1924; vgl. auch L. Jendrassik 
und E. Moser, ebendaselbst 152, 94, 1924. 
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erganzten wir die Daten des ersten Aufsatzes ; bei neuen Stoffen suchten 
wir in erster Reihe immer die voriibergehenden Wirkungen. 

Die Versuchsanordnung war wie in der ersten Mitteilung angegeben. 
Die untersuchten Gaben beziehen sich iiberall auf 70 bis 75 ccm Lésung. 
Das Reservedarmstiick hielten wir nicht auf 37° (mit Sauerstoffversorgung), 
sondern in 5 bis 10° kalter Lésung (ohne Sauerstoff). 


Einfachheitshalber werden wir im folgenden die Augmentations- 
und Diminutionswirkungen mit einem gemeinsamen Namen (anlehnend 
an die Terminologie von Straub) Potentialwirkungen nennen. 

Da die Ionen der Tyrodelésung verschieden wirken, je nachdem 
ihre Ausgangskonzentrationen kleiner oder gréBer sind, scheint es uns 
praktisch, die Wirkungen unterhalb der normalen Konzentration (des 
betreffenden Ions in der angewandten Lésung) als ,,subnormale zu 
bezeichnen. Die oberhalb dieser ,,normalen“ Tyrodekonzentration 
verursachten sind dementsprechend die ,,swpernormalen‘‘ Wirkungen 
(Kontrakturen, Hemmungen usw.). 

Untenstehend beschriebene Versuche wurden im Sommer und 
Herbst 1924 ausgefiihrt. 


Versuchsergebnisse. 
Darm. 

Kalium. Am Kaninchendarm wurden die schon beschriebenen Ver- 
suche wiederholt und so an einer gréBeren Zahl von Tieren bestatigt. Um 
diese damaligen Daten zu erginzen, erwihnen wir, da8 die Kontraktion, 
welche durch eine kaliumfreie Lésung erzeugt wird, manchmal auch liangere 
Zeit, 10 bis 20 Minuten, andauert. Ist diese verschwunden, so sind die 
Bewegungen meistens schon sehr abgeschwicht, manchmal sind sie fast 
gar nicht vorhanden. Ein groBer Unterschied zeigt sich hier, je nachdem 
wir verschieden reines Kochsalz gebrauchen. Bei einem ,,Analyse‘‘-Praparat 
tritt diese Wirkung viel friiher ein, zum Zeichen, daB Verunreinigungen 
des Kochsalzes, wahrscheinlich der Kaligehalt, den Eintritt der Wirkung 
hemmen. Hieriiber vgl. die Untersuchungen von EZ. Jannink'). 

Die ,,kritische Konzentration“‘, bei welcher die Richtung der Kalium- 
wirkung eine Verinderung zeigt, liegt manchmal stark oberhalb 0,02 Proz. 
KCl. In einem Falle rief auch die Steigerung der KCl-Konzentration auf 
das Zehnfache eine reine Hemmung hervor. 

An manchen Diarmen sehen wir in der Umgebung der kritischen Kon- 
zentration eine neutrale Zone: auch eine betriachtliche Veranderung der 
Konzentration hat keine Wirkung. Andere Praparate sind gegen Anderungen 
um die kritische Konzentration sehr empfindlich. Geben wir nach kalium- 
freier Lésung normale Tyrode und erzeugen so die voriibergehende Lahmung, 
und geben wihrend derselben von neuem kaliumfreie, so bleibt die Diminu- 
tionskontraktur aus. Die Erregung kann hier scheinbar die hemmende 
Wirkung nicht iiberwinden. 


Am Kaninchendarm kann die Diminutionskontraktur des Kaliums 
mit Hilfe des Atropins nicht hintangehalten werden. Die Tonussenkung, 


1) E. Jannink, Dissertation Utrecht 1921. 
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die das nachtraglich gegebene Atropin erzeugt, ist immer nur Cholin- 
hemmung. Vorher gegebenes (0,001 bis 0,1 mg) Atropin bleibt fast 
ohne Wirkung. (Nur in einzelnen Fallen leidet etwas die Kontraktur- 
héhe.) Die Kalium-D-Wirkung ist beim Kaninchendiinndarm daher 
der Pilocarpinwirkung nicht ahnlich. 


Steigert man die Konzentration des Kaliums iiber eine gewisse 
Grenze, so erzeugt dies eine Kontraktur. Bei héheren Konzentrationen 
ist die Kontraktur manent; kleinere Kontrakturen sind gewéhnlich 
von veranderlicher Natur. Auch die manenten Kontrakturen scheinen 
mit einer Augmentationswirkung zu beginnen. Anfanglich ist die 
Kontraktur sehr stark, spiter la®t sie nach, um endlich in der halben 
Héhe zu verbleiben. In anderen Versuchen hat die Kontraktur eine 
immer zunehmende Tendenz. 
Es kommen gelegentlich auch 
Falle vor, wo starke Kali- 
kontrakturen allmahlich nach- 
lassen. Dabei kann ein 
GréBerwerden der Bewegungs- 
amplitude manenten Charak- 
ter haben. Beim Wechsel auf 
normale Tyrode zeigt sich 
hierbei eine voriibergehende 
Lahmung (s. Abb. 1). 


Den Diinndarm der Katze 
haben wir, gewdhnlich dem 
Kaninchendarm in allem &hn- 
lich, in nicht aufgeschnittenem 
Sustentio wntesmudht. Das Siet- Abb. 1. Kaninchendarm. (6. Dezember 1924) Vor: 
gern der Kaliumkonzentration iibergehende Wirkung aut Zutiigung von KCL Wieder: 
ruft hier zuerst groBe uterusihn- ehr zur norm. Tyrodelésung (Ty) bewirkt nacbher 
liche Bewegungen hervor (un- _ ¢ine voriibergehende Labmung. (Zeitmarkierung 6 Sek 
gefabr bis auf 0,1 bis 0,2 Proz.); VergroBerung der Darmbewegung an allen Abbildungen 
oberhalb dieser entsteht erst die 5 Salata 
manente Kontraktur. Die Riick- 
verminderung der Kaliumkonzentration zur normalen ergibt keine Wirkung. 
Es zeigen sich aber nun oft Bewegungen, wenn auch diese vorher ginzlich 
fehlten. Bei Verminderung unter die normale Konzentration ist die halbe 
Konzentration (= 0,01 Proz. KCl) oft unwirksam. Kaliumfreie Liésung list 
auch hier eine Kontraktur aus, welche (entgegen dem Kaninchendarm) hier 
von manentem Charakter ist. Sie ist oft nach 20 bis 30 Minuten noch an- 
wesend. Hierbei sind auch die Bewegungsamplituden gréBer als in normaler 
Lésung. Thr Verschwinden erfolgt erst nach langerer Zeit. Bei Riickkehr zur 
normalen Lisung kommt die paradoxe Lahmung auch hier rezelmaBig zu- 
stande, jedoch dauert sie viel kiirzere Zeit als am Kaninchendarm (selten 
linger als 5 Minuten; oft nicht iiber % Minute), geben wir noch 
wahrend bestehender Lahmung von neuem kalifreie Tyrodelésung, so 
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kommt die Kontraktur — im Gegensatz zu den Kaninchen — auch in 
diesem Falle zustande. 


Es zeigt sich aber auch ein gréBerer Unterschied im Verhalten der 
Katze und des Kaninchens. Bei der Katze kann man nimlich die 
D-Kontraktur des Kaliums mit Atropin hemmen (schon mit 0,001 mg 
Sulfat). Ebensoviel Atropin im voraus gegeben, verhindert ganz das 
Auftreten dieser Kontraktur. (Bei diesem Versuch soll auch die kalifreie 
Lésung Atropin enthalten). 

Von den anderen abweichend, verhielt sich der Darm eines groBen 
Katers. Dieser reagierte auch auf groBe Gaben von KC! (bis auf die zehn- 
fache Konzentration) mit Lahmung. Erst bei 15facher Konzentration 
entstand Kontraktur. Bei diesem -Tiere ergab die kalifreie Lésung keine 
oder nur eine kleine Kontraktur. Ihre voriibergehende Wirkung bestand 
vielmehr in einer Frequenzsteigerung und Héherwerden der Amplituden. 
Am mucosafreien Priparat war die hyponormale D-Wirkung eine schwache 
Kontraktur. Am folgenden Tage untersucht, erwies sich diese betrichtlich 
stirker. Vorher gegebenes Atropin konnte aber das Zustandekommen 
der Kontraktur nicht verhindern. 

Auch am Meerschweinchendarm erzeugt die kalifreie Lésung Kontraktur, 
und rachher eine normale Lésurg die paradoxe Lihmung. 


Wir haben die Ionenwirkungen auch an der zirkularen Muskulatur 
des Darmes (am Kaninchen) untersucht, einfacherweise so, daB wir ein 
ungefahr 3 cm langes Darmstiick der Breite nach am Hebel aufgehangt 
haben. Gelingt dies nicht ganz genau in querer Richtung, so ist der 
hierdurch verursachte Fehler dennoch unbedeutend. 

An der Ringmuskulatur des Kaninchendarms wirkt die Verringerung 
der K-Konzentration ganz ahnlich wie auf die Langsfaser. Nur die 
GréBe der Kontrakturen ist geringer, entsprechend dem Umstand, 
daB die Faser kiirzer als die verwendete Langsfaser ist. 

Gegeniiber der Diminutionswirkung des Calciums zeigt der 
Kaninchendarm eine recht verschiedene Empfindlichkeit. Manchmal 
verursacht eine Verminderung der Calciumkonzentration mit '/,,-Teil 
schon eine deutliche Wirkung. (Verringern des Ca-Gehalts von 
15/,, auf ™/,,.) Andererseits ergaben sich auch Fille, bei denen 
die Entnahme des 7/,-Teiles des Ca (Tausch auf */, CaCl,) ohne 
Wirkung blieb. 

Es scheint, da8 im allgemeinen die frisch herausgenommenen Pra- 
parate gegeniiber plétzlichen Veranderungen des Ionengehaltes der Nahr- 
lésung weniger empfindlich sind. An einigen Praparaten vermiBten wir 
in der ersten halben Stunde die D-Wirkung des Ca oft ganz. Bei der zweiten 
und dritten Wiederholung des Versuchs kam diese jedoch zum Vorschein. 
(Oft ist aber die Wirkung von Anfang an ausgepriigt vorhanden.) Beim 
Kalium und Natrium liegen diese Verhiéltnisse ahnlich. 

Eine analoge Steigerung der Empfindlichkeit findet man an iiber- 
lebenden Organen auch gegeniiber Alkaloiden. So beim Darme gegeniiber 
Pilocarpin, wo die zweite urd dritte Gabe am (jedesmal frisch ausge- 
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waschenen) Darme stirkere und staérkere Wirkung verursacht'). Man ver- 
suchte, diese Erscheinung dadurch zu erklaren, daB das Pilocarpin sich 
am Darme nicht nur am Vagusendapparat, sondern auch an Stellen an- 
sammelt, wo es keine spezifische Wirkung hat; dadurch bleibt ein Teil 
immer unwirksam. Werden diese unspezifischen Rezeptoren beim Aus- 
waschen nicht vollstandig entgiftet, so ist der Verlust bei den spiteren 
Gaben immer kleiner und kleiner, und es gelangt immer mehr Pilocarpin 
an den Ort, wo es seine spezifische Wirkung entfaltet'). Es ist aber zu 
erwagen, ob die Erscheinung so fiir Alkaloide wie fiir Ionen auf gemein- 
samer Grundlage beruhen kénnte. In diesem Falle muB aber die Erklarung 
selbstverstandlich anders lauten (bei Diminutionswirkung kann von einer 
Ansammlung keine Rede sein). Es muB vielleicht etwas aus dem Darme 
herausdiffundieren, da8 seine Empfindlichkeit gegen kontrakturerzeugende 
Eingriffe erhéht werde. Da die Anwesenheit des Magnesiums die D-Wirkung 
von Ca hindert*), mu8 auch mit der Méglichkeit gerechnet werden, daB, 
wenigstens in unseren Versuchen, diese Substanzen Mg-Salze sind. 

Vermindern wir die [Ca] stufenweise (z. B. '/,.-weise der normalen 
Konzentration) von | bis auf 4% herab, so kénnen wir oft die niedrigere Kon- 
zentration erreichen, ohne da8 am Darme sich eine Kontraktur erwiesen 
hatte. Dies beweist auch, daB der ProzeB der Konzentrationsinderung 
fiir die Wirkung verantwortlich ist. 

Auch die Dauer der Diminutionskontrakturen des Calciums ist recht 
verschieden. Manchmal schwinden auch starke Kontrakturen in kurzer 
Zeit. In anderen Fallen dauerte es auch 15 bis 20 Minuten, bis der Tonus 
auf sein urspriingliches Niveau herabsinkt. 


Die D-Kontraktur des Ca verschwindet plétzlich, wenn man dem 
Darm Salze anderer zweiwertiger Metalle, z. B. Chloride von Mg, Zn, 
Co", Mn" verabreicht. Aluminiumchlorid bzw. -sulfat wirkt nur 
manchmal, oft ist es ohne EinfluB. SrCl, ist wirkungslos. BaCl,, wie 
zu erwarten, verstirkt sogar die Kontraktur. Dies alles weist darauf 
hin, daB das Verbleiben der spezifischen Calciumwirkung die D-Kon- 
traktur verursacht und nicht einfach das Fehlen des zwei- (bzw. mehr-) 
wertigen Metalles. Besonders das Verhalten des Strontiums spricht fiir 
diese Auffassung, welches allein den Darm nur in gréBeren Gaben 
reizt, und kann das Ca doch nicht ersetzen. Die Wirkung von Mg, 
besonders Zn, Co und Mn kénnte ihre Erklarung einfach darin finden, 
daB sie auch allein eine hemmende und tonussenkende Wirkung haben 
(s. weiter unten). 

Atropin (vorher bzw. nachtriglich gegeben) beeinfluBt die Ca-D- 
Wirkung gewéhnlich nicht. Es ist daher anzunehmen, da in Fallen, 
wo die Kontraktur durch Atropin scheinbar vermindert ist, der Ausfall 
der Cholinwirkung die Erscheinung vortaéuscht. 

Am Katzendarm ist die Empfindlichkeit gegeniiber einer D-Wirkung 
des Calciums viel kleiner. 1% Ca reizt oft nicht. Calciumfreie Lésung gibt 


1) W. Storm van Leeuwen und van d. Broeke, Arch, f. exper. Path. 


u. Pharm. 88, 1920. 
2) L. Jendrassik, |. c.; s. auch weiter unten. 
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aber (nach normaler Tyrodelésung) schéne, in 4 bis 6 Minuten ablaufende 
Kontrakturen, waihrend auch die Darmbewegungen sich verstarken (siehe 
Abb. 2). Auch das Calciumparadoxon ist ausgeprigt vorhanden. 





Abb. 2. Katzendarm. (23. Juni 1924.) Voriibergehende Kontraktur 
in calciumfreier Tyrodelésung (OCa). 


Der Darm des oben erwaihnten Katers, welcher sich gegeniiber Kaliam 
abnorm verhielt, ergab nur schwache und kurzdauernde Calcium-D-Kon- 
trakturen. 

Der Darm eines etwa 10 kg schweren miinnlichen Hundes (in nicht 
aufgeschnittenem Zustande) zeigte beim Wechseln mit einer Ca-armen 
bzw. Ca-freien Tyrodelésung verstarkte und mehr geordnete Bewegungen. 
Wurde normale Lésung nach Ca-freier gegeben, so entstand eine kleine 
voriibergehende Kontraktur. Steigern des [Ca] lahmte; eine D-Wirkung 
oberhalb der normalen Konzentration bestand nicht. Es ist recht gut 
miglich, daB die Unterschiede zwischen den gréBeren und kleineren Tieren 
durch die Dicke der Darmmuskulatur bedingt sind. Hundedarm ist iibrigens 
wegen UnregelmaBigkeit seiner Bewegungen fiir eine genaue Beobachtung 
dieser Verhialtnisse nicht sehr geeignet. 

Am Katzendarm ist auch die D-Wirkung des Calciums mit Atropin 
hemmbar. Nach vorher gegebenem Atropin kommt diese Wirkung 
nicht zustande (Atropingaben, wie oben angegeben). 

Auch an der Ringmuskulatur des Kaninchen- und Katzendarms 
ist die D-Kontraktur, ebenso die hemmende Wirkung bei Riickkebr 
zur normalen Lésung stets nachzuweisen. Ebenso wie Katze- und 
Kaninchendarm verhalt sich gegeniiber Konzentrationsinderungen 
des Ca der Meerschweinchendiinndarm. 

Natrium. Will man die Wirkungen des Na-Ions untersuchen, so 
stéBt man, wie bekannt, auf zweierlei Schwierigkeiten. Die eine ist, 
daB die Verainderung der NaCl-Konzentration eine betriachtliche sein 
mu8, um dadurch wahrnehmbare Wirkungen zu erhalten; man ver- 
andert aber dann auch nicht unbetrichtlich den osmotischen Druck 
der Lésung. Zweitens, man kann nicht wissen, ob die beobachtete 
Reaktion vom Natrium selber herriihrt oder von dem mit ihm ver- 
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bundenen Saureanion Diese Frage kénnen nur besondere Kontroll 
versuche entscheiden 

Vermindert man die NaCl-Konzentration der Tyrodelésung, so 
erscheint am Kaninchendiinndarm eine vortibergehende Kontraktur 
Beim Wechseln der normalen Lésung mit einer, die nur die Halfte des 
Normalen (also 0.4 Proz.) enthalt, kann diese Kontraktur von sehr 
verschiedener Starke sein. Manchmal ist sie kaum zu bemerken, in 
anderen Fallen ist sie sehr hoch. Schon wahrend oder nach Ablauf der 
Kontraktur werden die Bewegungen des Darmes schwacher, gewéhnilich 
verschwinden sie auch ganz. Eine ahnliche Wirkung erhalt man, wenn 
man ganz NaCl-freie Tyrodelésung dem Darm verabreicht. Das Ver- 
schwinden der Spontanbewegungen tritt so aber in noch kiirzerer Zeit 





Abb. 3. Kaninchendarm. (20. April 1924.) ‘|, NasUr. = 0.4 Proz. NaCl enthaltende 
Tyrodelésung, durch Ureum isotonisch gemacht. ' , Na hypot. = dieselbe ohne Ureum 


ein. Gibt man nach den natriumarmen Lésungen normale Tyrode, so 
kommt eine kurzdauernde Tonussenkung zustande; ist diese vorbei 
so kehren auch die Bewegungen allmahlich zuriick. 

Die Wirkungen sind nicht durch Verainderung des osmotischen 
Druckes verursacht. Machen wir naimlich die natriumarme Lésung 
durch Zufiigung einer entsprechenden Menge Carbamid_ isotonisch 
(z. B. bei 0,4 Proz. NaCl mit 0,772 Proz. Carbamid), so kommen die 
erwahnten Kontrakturen dennoch zustande (Abb. 3). Nur die Héhe 
der Kontraktur scheint etwas kleiner zu sein. Dem Beginn der Kon- 
traktur geht so bei hypotonischer wie carbamidhaltiger Lésung eine 
fliichtige Hemmung voraus. Die kleinere Kontraktur der carbamid- 
haltigen Lésung kénnte ihre Erklirung darin finden, daB in der ver- 
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wendeten Konzentration das Carbamid kein indifferenter Stoff ist und 
den Darmtonus in bestimmtem Grade zu senken fahig ist. Fiigen wir 
zu einer in normaler Tyrode befindlichen Darmschlinge 2 bis 3 ccm 
einer 5 proz. Lésung (0,35 Proz.), so kommt schon eine deutliche 
hemmende Wirkung zustande. (Beim Auswaschen des Carbamids mit 
normaler Tyrodelésung erscheint eine voriibergehende Kontraktur.) Da 
diese Wirkungen des Carbamids den beobachteten entgegengesetzt 
sind, ist es sicher, daB auch in den mit Carbamid isotonisch gemachten 
Lésungen das NaCl die Wirkungen verursacht. 

Vertauschen wir eine !', NaCl-haltige hypotonische Lésung mit 
carbamidhaltiger isotonischer, so hat dies auf den Darm keinen Einflul. 
Der Wechsel in entgegengesetzter Richtung ist (auBer einer fliichtigen 
Hemmung) auch indifferent. 

Machen wir die NaCl-freie Lésung mit Lactose isotonisch (indem 
wir anstatt 0,8 Proz. NaCl 8.76 Proz. Lactose nehmen), so erhalten 
wir ganz ahnliche Wirkungen wie beim Gebrauch von Carbamid. 

Schwerer ist zu entscheiden, ob das Na- oder das Cl-lon das wirk- 
same ist. Da die meisten Anionen, so auch jene, die dem Cl am 
nachsten stehen (F, Br, J), alle in entgegengesetzter Richtung wirken'), 
ist es im bestimmten Grade wahrscheinlich, da diese Wirkungen 
nicht vom Cl-Ion herriihren. Dies wird auch von dem Umstand gestiitzt, 
daB auch am Froschherzen das Na und nicht das Cl das_ wirkende 
Agens ist?). 

Man kénnte auch gegen die voriibergehende Natur der beschriebenen 
Kontrakturen einen Einwand erheben. Es wiire nimlich zu denken, da 
die niedrige Na-Konzentration selbst manent wirkt, daB aber unter EinfluB 
des Carbamids bzw. der Hypotonie der Tonus sich erniedrigt. Gegen 
diese Auffassung spricht aber jener Umstand, daB die hemmende Wirkung 
des Carbamids in viel kiirzerer Zeit abklingt als die Kontraktur. Anderer- 
seits sind in hypotonischen Lésungen manente Kontrakturen wohl méglich 
(z. B. durch BaCl,). 

Die Verminderung der [Na] wirkt an der Ringmuskulatur ganz 
ahnlich wie an der Lingsmuskulatur. (Wir untersuchten NaCl-freie 
und 1, NaCl enthaltende Lésungen, die mit Carbamid isotonisch 
gemacht waren. Die Kontrakturen sind auch hier vorriibergehender 
Natur.) 

Beim Steigern der NaCl-Konzentration iiber den normalen Wert 
(auf 75cem Ty + 2 bis 4ccm 10proz. NaCl) kommt (oft nach einer 
kurzdauernden Tonussenkung) eine schnell voriibergehende, manchmal 
starke, manchmal schwache Kontraktur zustande. Dies wird durch 
eine Verkleinerung der Bewegungsamplituden gefolgert. [Auch hierin 


1) Vgl. L. Jendrassik urd L. Antal, diese Zeitschr. (erscheint nachstens). 
2) S.G. Zondek, ebendaselbst 121, 87, 1921. 
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besteht eine Analogie mit dem Froschherzen').}] Bei Riickkehr zur 
normalen Tyrodelésung erscheint eine voriibergehende Hemmung 
=. Abb. 4). Es scheint daher auch fiir das NaC] eine ,.kritische Konzen- 
tration” zu bestehen, bei welcher die Richtung der Wirkungen ins ent- 
gegengesetzte umschlagt. Diese Verhaltnisse sind daher dem Kalium 
(-Chlorid) ahnlich. Die kritische Konzentration kénnte etwas ober- 
halb der normalen Konzentration liegen. 





Abb. 4. Kaninchendarm. (17. Dezember 1924.) Wirkung der Steigerung 
und Verminderung der [NaCl] oberhalb des normalen Wertes 
(Ty lyrodelosung ) 


Nichts zeigt darauf, dab hier die Hypertonie von Wirkung ware. 
Hiergegen spricht schon, daB die Hypotonie unwirksam ist. Erhéhen 
wir den osmotischen Druck der Lésung durch Zufiigen von anderen, 
méglichst unwirksamen Substanzen in ahnlichem Mabe, so gelingt die 
Entscheidung dieser Frage doch nicht. Carbamid, Glucose, Saccharose 
sind namlich in so hohen Konzentrationen schon nicht indifferent fiir 
den Darm (wirken hemmend). 


Zusammenfassend kann man daher iiber die Wirkungen des NaCl 





folgeades sagen: Bei der Veranderung seiner Konzentration in jeder 
tichtung zeigen sich am Darm voriibergehende Anderungen. Unterhalb 
der normalen Konzentration ist das Na-lon wirksam. Die Hypotonie 
ist wirkungslos, der EinfluB des Chlorions nicht wahrscheinlich. Ober- 
halb der normalen Konzentration kann die Méglichkeit eines Einflusses 
des osmotischen Druckes, ebenso des Cl-lons nicht direkt ausgeschlossen 
werden. Héchst wahrscheinlich ist aber, daB das Na-lon auch hier 
das wirksame ist. 

Die Wirkung einer Verainderung der [NaCl] wurde am Warmbliiter 
darm unserem Wissen nach noch nicht untersucht. An ausgeschnittenen 
Ringen des Froschmagens gelangte Frubdése*) zu Ergebnissen, die mit den 


1) S. G. Zondek. |. ce. 
2) A. Frubése, Zeitschr. f. Biol. 70, 461, 1929. 
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1 mit einer aquivalenten Menge RbCl 


Tyrodelésung, in welcher das KC 


delésung, die nur die ! 


TyRb 


(31. Oktober 1924.) 


Abb. 5. Wirkung von Rb und Cs am Kaninchendarm. 


' 4 Konzentration von KCI enthalt 


» bzw. 


'h K = Tyro 


‘le K, 


ds. mit CsCl 


TyCs 


ersetzt ist. 
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unseren in verschiedener Hinsicht 
analog sind. Am Frosch- bzw. Saiuge- 
tierherzen beschiftigten sich bereits 
mehrere Autoren mit diesem Gegen 
stand!). Die Wirkung schreiben sie 
dem Na-Ion zu. Sie befassen sich 
aber nicht mit der Frage, warum 
diese Wirkungen von voriibergehen- 
dem Charakter sind. 

Die Wirkungen des Rubidiums 
und Caesiums haben wir nur am Ka 
ninchendarm untersucht. Vertauscht 
man die normale Tyrodelésung mit 
einer, in welcher KCI durch RbC! 
substituiert ist, erscheint eine vor 
iibergehende Kontraktur, als ob man 
den Kaliumgehalt erniedrict hitte. 
Dies entspricht der bekannten Tat- 
sache, daB an Nerven und Muskel 
Rb schwicher wirkt als K. Ver- 
gleicht man die Rb-haltige Lésung mit 
einer von niedrigerem Kaliumgehalt, 
so erweist sich diese mit % K ent 
haltender als gleichwirkend (siehe 
Abb. 5). Dementsprechend erscheint 
beim Wechseln der Rb-Tyrode mit 
Rb-(und K-)freier Lésung auch eine 
voriibergehende Kontraktur, auf Rb 
Tyrodelésung zuriickkehrend, eine 
dem K-Paradoxon ahnliche Lahmung. 

In der Wirkung des Caesiums 
zeigt sich ein Unterschied gegeniiber 
dem Rb. Nach normaler Lésung 
erzeugt nimlich Cs-Tyrode (dem Rb 
aihnlich) die kurzdauernde Kontrak- 
tur, diese geht aber noch vor seinem 
Verschwinden in eine manente Kon- 
traktur iiber. Dieselbe manente Kon- 
traktur entwickelt sich auch dann, 
wenn wir CsCl zur normalen Tyrode 
fliissigkeit des Darms zufiigen. Beim 
Entfernen dieser Cs-haltigen Lésung 
sinkt der Tonus nur sehr allmahlich 
auf sein urspriingliches Niveau zuriick. 


1) R. Béhm, Arch. f. exper. Path. 
u. Pharm. 75, 230, 1914; T. Sakai, 
Zeitschr. f. Biol. 62, 295—357; 64, 
505 — 548; F. B. Hoffmann, eben- 
daselbst. 66, 293, 1916; S. G@. Zondek, 
l.e.; bez. Skelettmuskel vgl. R. Benda, 
Zeitschr. f. Biol. 63, 11, 1914. 
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[Die Schwellenkonzentra 
tion, die zur Erzeugung einer 
Wirkung nétig ist, ist mit 
der von KCI ungefahr aqui- 
molekular *)]. Es scheint. als 
ob das Cs, trotzdem es eine 
starke kontrakturerzeugende 
Wirkung hat, das K nicht 
vollwertig ersetzt. Dies weist 
darauf hin, daB das Aquili- 


» baw 


brierungsvermoégen und dic 
Wirkung auf den Tonus nicht 
diesel be sind. 


Tyrodelésung, in welcher ! 


C's erzeugt daher manente 
Kontrakturen. Rb hat aus- 
gepragte Potentialwirkungen, 


normale Tyrodelésung 


1}, Li 


die dem Kalium dhnlich sind 

Die Wirkung des Li- 
thiums auf den Darm ist aus 
mehreren Gesichtspunkten 
interessant. Am Kaninchen- 
diinndarm erzeugt das LiC] 
schon in kleinen Konzentra- 
tionen augenfallige Wir- 


Ty 


kungen. Darum kann Li 
kein Vertreter des Natriums 
sein. Fiigen wir zur nor- 


malen Tyrodelésung 1 ccm 
einer 5Sproz. LiCl-Lésung, 


des NaCl durch LiCl! ersetzt ist 


so ruft dies eine schnell ab- 
laufende Hemmung hervor. 
nach welcher die Spontar - 
bewegungen (ebenso vor 
iibergehend) starker wer- 
den. Bei Wiederkehr zur 
Tyrodelésung kommt eine 


Wirkung von Li am Kaninchendarm. (31. Oktober 1924.) 1), Li, 


ebensolche zweiphasische 
Wirkung zustande: eire 
fliichtige, intensive Kor- 
traktur, wonach die Be- 





Abb. 6. 


wegungen vortibergehend 

kleiner werden. Ahnlich ist der Erfolg, wenn wir einen Teil (z. B. '/,) des 
NaCl mit aquimolekularer Menge LiCl ersetzen (s. Abb. 6). So verfahrend, 
folgt der verursachten anfanglichen Hemmung eine ebenso voriibergehende 
Kontraktur. Auch die Diminutionskontraktur ist bei dieser Konzentration 
LiCl! héher (ganz so verlauft der Versuch, wenn wir trotz des zugefiigten 
LiC] den NaCl-Gehalt nicht verringern). Ist die Halfte des [NaCl] mit 
LiCl ersetzt, so ist die nach der Hemmung auftretende Kontraktur sehr 
hoch, nahezu maximal (s. Abb. 6‘, jedoch ist die Diminutionskontraktur 


1) Vel. Hanke und Koeasler, Journ. f. biol. Chem. 48, 579, 1920; A. ./ 
Clark, Journ. of Pharm. 18, 423, 1922 (Uterus, Darm 
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nicht gréBer. Ausgepriigt ist nachher die Verminderung der Bewegungs- 
amplituden, Wird das ganze NaCl mit LiC! ersetzt, so verschwinden dik 
Bewegungen, Die Schwankungen des Tonus haben aber einen ganz analogen 
Verlauf wie bei Anwesenheit von Natrium. Die Diminutionswirkungen 
sind ganz wie erwihnt. In 4% NaCl und Na-freien Lésungen sind die Wir- 
kungen natiirlich nicht allein durch das Li, sondern auch durch die Ab- 
nahme des [Na] verursacht. DaB aber die Wirkungen des Na von upter- 
geordneter Bedeutung sind, geht schon daraus hervor, daB z. B. eine Ver 
minderung des [Na] mit !/,; Teil des Gesamtwertes allein keine Wirkung 
hat. Bei Riickkehr auf normale Tyrodelésung erhailt man nach 
4%, NaCl oder 0 NaCl Hemmungen; wird die Lésung mit LiC! 
isotonisch gemacht, so kommen, wie gesagt, Kontrakturen zustande. An 
der Ringmuskulatur sind die Wirkungen genau den Abbildungen der 
Lingsmuskulatur. 

Diese Wirkungen des Lithiums sind schon darum interessant, 
weil sie beweisen, da® fiir den Darm das Li einerseits nicht in- 
different ist, andererseits daB es das Na nicht ersetzen kann. Dies 
ist auffallend, weil das Li in seinen bekannten Wirkungen dem Na 
sehr nahe steht 

Nach Zondek') soll es am Froschherzen ebenso unwirksam sein 
wieGlucose. Nach anderen Autoren soll das Natrium durch Li ersetzbar 
sein!), Pugliese*), der die Ionen auf Grund ihrer  physiologischen 
Wirkungen einteilt, reiht das Li mit dem Na zusammen zwischen 
die unwirksamen Ionen. DaB am Kaninchendarm das Li starke 
Wirkungen zu entfalten imstande ist, folgt aus dem Gesagten in 
unzweideutizer Weise. 

Andererseits sind die Wirkungen des Lithiums interessant, weil 
in ihnen verschieden gerichtete Phasen zu unterscheiden sind. Die 
Augmentationswirkung besteht — wie gesagt — aus einer Lihmung 
und der darauffolgenden Erregung (hierin besteht mit der Na-D-Wirkung 
eine Ahnlichkeit, nur die Lahmung ist mehr ausgesprochen) ; die Diminu- 
tionswirkung ist zuerst eine Kontraktur, welche nachher von einem 
Kleinerwerden der Amplituden gefolgt wird. Diese Erscheinungen 
kénnten erklirt werden mit der Annahme, daB die Veranderung 
der [Li] die antagonistischen Funktionen in entgegengesetzter 
Richtung beeinfluBt, aber nicht gleichzeitig, so daB zuerst die eine 
und nachher die folgende das Ubergewicht erreicht. 

Betreffs der Wirkungen aes Magnesiums weisev wir auf das in der 
ersten Mitteilnng Gesagte. Interessant ist, da8 zwar in der Ca-haltigen 
Lésung die Wirkungen der Zufiigung von Ca und Mg eine vollige Parallelitat 
aulweisen, trotzdem das Ca durch Mg nicht ersetzbar ist. In Ca-freier 
Lésung, wo die Darmbewegurgen reversibel sistieren, erscheinen diese auf 
Zufiigung von MgCl, nicht wieder. Steigert mar den MgCl,-Gehalt oberhalb 
0,03 Proz., so verschwinden sie endgiiltiz, und auch in normaler Tyrode- 
lésung kehren sie nicht wieder. 


1) S. Gs Zondek, |. ce. 
2) A. Pugliese, Arch, ital. Biol. 46, 371, (1906). 
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Das Barium (als Chlorid verabreicht) verursacht am Kaninchendarm 
(wie an glatten Muskeln allgemein) schon von 0,002 Proz. (wasserfreien) 
BaC], an Kontrakturen. Diese werden als typische Muskelwirkungen 
aufgefaBt. Niedere Kontrakturen sind von voriibergehender Natur und 
sind anscheinend Augmentationpswirkungea. Die Spontanbewegungen 
werden gar richt oder nur auf dem Gipfe: der Kontraktur voriibergehend 
geschiadigt. Beim Tausch auf normaler Lésung erhalt man keinen Effek:: 
Diminutionswirkung hat das Barium nicht. Oberhalb 9,01 bis 0,02 Proz. 
sind die Kontrakturen schon hoch und bleibend, mit einem Schwund der 
Spontanbewegungen einhergehend., 

Das Strontium(-chlorid) steht seinen chemischen Eigenschattea ent- 
sprechend auch in seirer Darmwirkung zwischen Calcium und Barium '), 
Wahrend Ca lihmt und Ba reizt, beeinfluBt das Sr gewéhnlich auch in 
groBen Gaben (bis zu 0,1 bis 0,2 Proz. SrC1,) den Tonus nicht. Eine manente 
Wirkung zeizt sich indessen darin, daB die Darmbewegungen unregel- 
maBig werden. Manchmal erhalt man ein Bild, als ob Ca- und Ba-Wirkungen 
sich periodisch abwechseln wiirden. (Dies wire méglich, wenn Ca und Ba 
auf ein anderes Strukturelement des Nervmuskelapparates angreifen wiirden 
and das Sr die Eigenschaften des Ca und Ba in sich vereinigt enthalten 
wiirde.) Bei héheren Sr-Konzentrationen (nur ausnahmsweise unterhalb 
0,1 Proz. SrCl,) erscheint eine allmihlich einsetzende manente Kontraktur. 
Geben wir nach SrCl, von neuem die norm ile Tyrodelésang, so tritt (zwar 
nicht immer) eine voriibergehende Kontraktur auf (hierin erinnert es an 
Calcium). In dieser Diminationswirkung besteht die einzelne Potentia!- 
wirkung des Strontiums. 

Es wurden auch andere mehrwertige Kationen auf ihre Darmwirkungen 
untersucht. Es ist bereits bekannt, daB schwere Metalle in kleinen Dosen 
an glatten Muskeln im allgemeinen tonussenkend wirken?). In unseren 
Versuchen erwies sich als eine manente Wirkung des untersuchten Zn, 
Co und Mn, da8 die Darmbewegungen nach einer langeren Beriihrung mit 
ihnen ihre RegelmaéBigkeit allmihlich einbiiBen, endlich auch vollstiandig 
verschwinden. Andererseits verkleinern sie in geniigenden Dosen (z. B. 
10mg ZnCl,, CoCl, oder MnCl,) auch die Amplituden dauernd. Beim 
Auswaschen erscheint beim Zn und Mn keine oder nur eine unbedeutende 
Diminutionswirkung. Beim Co ist diese jedoch deutlich vorhanden. Ahn- 
liches beobachtete bereits Fienga an der Osophagusmuskulatur des Hubnes ®). 

Die Wirkungen des dreiwertigen Aluminiums unterscheiden sich nicht 
sehr von denen des zweiwertizgen. Oberhalb 10 bis 20 mg hemmt Al-Sulfat 
oder -chlorid die Darmbewegungen. (Hierdurch ist es fihig, die Diminutions- 
kontraktur des Calciums zu lésen.) 

Es tritt aber bei denselben Gaben Al]-Sulfat oft eine voriibergehende 
Erregung auf. Dementsprechend wird die Hemmung einer gréBeren Gabe 
durch eine fliichtige Kontraktur eingeleitet. Beim Auswaschen mit frischer 


1) Auch gegeniiber den peripherischen Nerven verhalten sie sich ahnlich : 
Boruttau und Grassheim, Zeitschr. f. exper. Med, 27, 1922; vg!. auch Griitzner, 
Pfliigers Arch. 53, 83, 1893; am Hiihnerésophagus: G. Tienga, Zeitschr. 
f. Biol, 54, 230. 

2) A. Pugliese, 1. c.; G. Fienga, |. ¢.; W. Salant und C.W. Mitchell, 
Proc. Soc. Exper. Biol. New York 18, 15, 1915; Siccardi, Arch. se. Med. 37, 
58, 1914; W. B. Bell, Lancet 206, 267, 1924. 

3) Fienga, |. c. 
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Tyrodelésung ist eine Diminutionskontraktur manchmal] ausgepragt vor- 
handen; oft erscheint aber keine Wirkung (s. Abb. 7). 

Die beschriebenen Potentialwirkungen sind von An- oder Ab- 
wesenheit fremder Kationen nicht unabhangig. Die Untersuchung des 
Zusammenhangs der Wir- 
kungen der Kationen ist 
auch betreffs Erklirung 
der Potentialwirkungen 
von Interesse. Namlich 
schon das Bestehen eines 
Zusammenhangs weist dar- 
auf hin, daB bei diesem 
nicht nur dasjenige Kation 
eine unmittelbare Rolle 
spielt, dessen Konzentra- 
tion wir verandern. 





Abb. 7. Wirkung von Aluminiumsulfat am Kaninchen- Bereits in der ersten 

Sk. hes Se Mitteilung wurde erwahnt, 
daB die ,,supernormale D-Kontraktur** des Calciums in kalifreier Lésung 
schwiacher ist oder auch ganz ausbleibt. Nun untersuchten wir den 
EinfluB8 des Kaliummangels auf die subnormale D-Wirkung. Auch hier 
stehen wir mit keiner unbedingten RegelmaBigkeit gegeniiber. Jedoch 
ist die Kontrakturhéhe fast immer kleiner als bei Anwesenheit von K, 
manchmal bleibt die Kontraktur ganz aus. RegelmaBig ist aber die 
Beeinflussung der subnormalen Augmentationswirkung. Namlich bei 
Riickkehr auf normale Tyrode ist die Hemmung bei Kalimangel nur 
schwach ausgeprigt, fast gar nicht vorhanden, auch dann, wenn dic 
D-Kontraktur unbeeinfluBbt zustandegekommen ist. 

Auf dieser Grundlage kénnte man denken, dali die D-Wirkung bei 
Anwesenheit von mehr Kalium starker wird als bei normalem Kalium- 
gehalt. Dies ist aber nicht der Fall. Bei einem dreifachen KCl-Gehalt 
(0,06 Proz.), wo der Tonus derselbe oder nur unbedeutend héher ist als 
in normaler Lésung, ist die Calcitum-D-Wirkung nie starker, gewéhnlich 
schudcher. Das Calciumparadoxon (A-Wirkung) fehlt dabei vollstandig. 

Verringert man die Konzentration des Kaliums in calciumarmer 
Lésung (1, Ca, 14 Ca), so kommt die Diminutionskontraktur dennoch 
zustande. Nur das Paradoxon (Augmentationswirkung) ist von etwas 
kiirzerer Dauer.: Es scheint, daB bei diesen Versuchen das Verschwinden 
der Mobilitaét oft irreversibel ist. Wahrscheinlich dies verursacht es, 
daB diese Versuche nicht ganz eindeutig verlaufen, und der EinfluB 
des Ca-Mangels aus ihnen nicht ganz klar zu entnehmen ist. 


Bei gleichzeitiger Verringerung der K- und Ca-Konzentration ist 
es auffallend, daB die Diminutionskontrakturen sich nicht summieren. 
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Geben wir nach normaler Tyrodelésung eine kalifreie Lésung, die 
gleichzeitig auch weniger Ca (1, oder !, Ca) enthalt, so ist die Kontraktur 
nicht héher, als wenn wir kaliumfreie Lésung mit normalem Ca-Gehalt 
gegeben hatten. Interessant ist es auberdem, dai in der !, Ca ent- 
haltenden kalifreien Lésung die Bewegungen in kurzer Zeit (2 bis 4 Mi- 
nuten aufhéren, wahrend bei Anwesenheit des ..antagonistischen* 
Kaliums bei dieser [Ca] die Darmmotilitat in so kurzer Zeit kaum 
leidet. Zur normaler Tyrodelésung zuriickkehrend, summieren sich die 
Hemmungen ebenso nicht; die Lahmung verschwindet in kurzer Zeit 

Der Calciummangel beeinfluBt auch die Diminutionswirkung des 
Natriums nicht. Die !, Na enthaltende und mit Carbamid isotonisch 
gemachte Lésung verursacht bei ', Ca-Gehalt ebensolche Kontrakturen 
wie bei normaler Ca-Konzentration, 

Vom LEinfluB des Magnesiums auf die D-Kontraktur des 
Calciums haben wir bereits in der ersten Mitteilung Erwahnung getan. 
Enthalt die Tyrodelésung die vorgeschriebene Konzentration MgCl, 
(wasserfrei 0,01 Proz.), so ist diese gewéhnlich minder hoch, manchmal 
bleibt sie sogar vollstandig aus (s. Abb. 8). Noch mehr leidet auch hier 





Abb. 8 Kaninchendarm. (24. Oktober 1924.) Hemmende Wirkung des Magnesiums auf die 


D»Kontraktur des Calciums. Ty, Ty Mg Mg-freie Tyrodelésung, '), Ca , der norm 
[CaCl,] enthaltende Mg-freie Ty-Loésung; '|, Ca + Mg ds., jedoch 0,01 Proz. MgCl, (wassertrei) 
enthaltend. 


die subnormale Augmentationshemmung. Bei dreifachem MgCl,-Gehalt 
(0,03 Proz. MgCl,) wird die D-Kontraktur des Ca regelmabig vermibt 

Die Wirkungen des Kaliums werden durch das Magnesium nicht 
verandert. Die Diminutionskontraktur ist bei 0,01 wie 0,03 Proz. 
MgCl, immer ungefaihr ebenso hoch als in Mg-treier Lésung; zum 
Zeichen, daB das Mg nicht im allgemeinen die Kontrakturen hindert, 
sondern speziell die Wirkungen des Calciums. 
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Versuche am Uterus, 

Die Augmentations- und Diminutionswirkungen von Kalium und 
Calcium haben wir auch am Uturus einiger Tiere untersucht. Die 
Versuchsanordnung war den Darmversuchen gleich. Die verwendete 
Tyrodelésung war manchmal Mg-haltig, manchmal Mg-frei. Die Uteri 
waren noch vor Beginn der eigentlichen Versuche in iiblicher Weise 
10 bis 20 Minuten gedehnt. Nachher war die Belastung der Priaparate 
ihrer GréBe gemaB 1 bis 4g. 

Die tonussteigernde Wirkung des Kaliums (und Rubidiums, 
Caesiums) ist bekannt'). Aus diesem Grunde empfiehlt Spaeth das 
KCl zur Standardisierung von Hypophysis- und Seealepraparaten?). 
Auch fiir die Praxis wurde es als Uterustonicum empfohlen®*). 


Das Steigern des Kaliumgehaltes auf das Vier- bis Sechsiache (also 
0,08 bis 0,12 Proz. KCl) bringt eine Erhéhung des Tonus oder Stirker- 
werden der Bewegungen zustande, welches bei kleinen Gaben voriiber- 
gehend, bei gréBeren ganz oder zum Teil dauernd ist. Oft beginut die 
Reaktion mit einer Kontraktur und lést sich in Form verstarkter Bewegungen 
auf. Am Katzenuterus zeigen sich bei hohem K-Gehalt besonders starke 
Spontanbewegungen, und hoher und niederer Tonus wechseln sich dabei 
periodisch ab. Kehren wir zum normalen K-Gehalt zuriick, so erhalten 
wir keine wahrnehmbare Diminutionswirkung. Die verstirkten Bewegungen 
bleiben aber gewéhnlich auch weiterhin bestehen. 

Die Kontrakturen, die beim Verringern des Kaliumgehaltes auftreten, 
sind sehon durch A.J. Clark*) beschrieben, ohne da®B er sich aber mit 
der Erklarung ihrer voriibergehenden Natur befaBt hitte. Gibt man nach 
normaler Tyrodelésung eine kaliumfreie, so erhailt man an der Kaninchen- 
oder Katzengebirmutter bedeutende, manchmal maximale Kontrakturen. 
Beim Wechsel auf % K bleibt diese Wirkung gewéhnlich aus. Der Uterus 
eines (nicht triichtigen) Kaninchens war aber sehr empfindlich, und das 
Sinken der Kalikonzentration auf 1/, rief an diesem schon eine merkliche 
(voriibergehende) Erregung hervor. Atropin hemmt diese D-Kontrakturen 
(an der Katze) nicht. 

Zum normalen K-Gehalt zuriickkehrend, zeigt sich die paradoxe 
Lahmung immer nur kurzdauernd. In | bis 10 Minuten hat sich die friihere 
Motilitaét wieder hergestellt. _Manchmal verschwinden die Bewegungen 
gar nicht und die Wirkung besteht nur in einer woriibergehenden Senkung 
des Tonus. Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu den Angaben 
von de Raad*), der die lange Dauer des Kaliumparadoxons am Uterus 
hervorhebt. (In einem Falle dauerte nach ihm die Lahmung 2 Stunden.) 


1) Mathison, Journ. of Physiol. 42, 471, 1911; Hanke und Koessler, 
le. S. 12; Wasierky, 1919; zitiert nach Rosenmann, Zeitschr. f. d. ges. 
exper. Med. 29, 334, 1922. 

*) R.A. Spaeth, zitiert nach Smith und Clorky, Publ. Health. Rep. 
1923, 8. 493; Tate und Clark, Arch. pharm. 26, 1921. 

3) T. Franz, Wien. klin. Wochenschr. 32, 278, 1919. 

*) A. J. Clark, |. c. 8. 12. 

5) H. de Raad, Dissertation Utrecht 1922. 
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Die Wirkungen des Calciumions kénnen bekanntlich je nach 
Tierart und Zustand des Uterus sehr verschieden sein. Geniigend 
bekannt sind die Wirkungen, die beim Steigen des Ca-Gehalts auf- 
treten'). Dem Einflu® einer Verringerung der [Ca] wurde bisher keine 
Aufmerksamkeit gewidmet. Ebenso unbekannt sind die Wirkungen der 
[Ca] unterhalb des normalen Wertes. Bekannt ist nur die manente 
Wirkung der niederen Calciumkonzentration: die Bewegungen werden 
dabei schwacher [darum pflegt man bei pharmakologischen Standar- 
disierungen Lésungen mit !, Ca zu verwenden®)]. 

Nach Potentialwirkungen suchend, untersuchten wir die Wirkungen 
ebenso unterhalb wie oberhalb der normalen Konzentration. Die 
Resultate fassen wir in der untenstehenden Tabelle zusammen. Ein- 
fachheitshalber sind die subnormalen A- und D-Wirkungen mit n/A 
und n/D bezeichnet, die supernormalen Wirkungen mit A/n bzw. D/n 
Diese Bezeichnungen glauben wir berechtigt, weil die sich ergebenden 
Wirkungen wahrscheinlich wahre Augmentations- und Diminutions- 
wirkungen sind. Das -+--Zeichen bedeutet Tonusvermehrung oder 
Starkerwerden der Bewegungen; das —-Zeichen bedeutet das Gegenteil : 
Hemmung. 0 = keine Wirkung. In der letzten Rubrik sind die- 
jenigen kleinsten Ca- Dosen eingetragen (in Milligramm wasserfreien 


Wirkung des Calciums auf den iiberlebenden Uterus. 





Mg: , Das 
Gehalt Wirkung zugetugte 
Nr. lier r -, Uteruspraparat CaCl, in 
yrode- mg (aut 
losung a/D nA Din Ajn 70 ccm) 
l Katze } 1. Kérper+ Horn 0 0 0 of. 100 
2,5 kg, gravid 2. Horn 0 0 0 7s 100 
2 Meerschweinchen — i -~ a -- + - 25 
220g, nicht gr. iain + — +. + 25 
3 Kaninchen — ik, +4 _— 4 — DO 
15kg, nicht gr. a) ne } 3 + — 50 
4 Meerschweinchen + 1. Nicht gr. Horn = + — ’ — 75 
340 g, gravid 2. Ein Teil : Poe 
des gr. Hornes T . “ —_ sd 
5 Meerschweinchen + 1. Kérper + Horn */. » 2 : 150 
260 g, gravid 2. Horn JP <2 - — 150 
6 Meerschweinchen + 1. Kérper+ Horn + + oo 37 
210g, nicht gr. 2. Horn + + ot — 12 
7 Kaninchen — ae 0 _— 0 1 85 
18kg, nicht gr. hae + — $ 0 1 
8 Kaninchen —_— Kérper + Horn + "Ie t 0 75 


2kg, nicht gr. 


') Vgl. Tate und Clark, Arch. intern. pharmacodyn. 26, 103, 1921; 
S. G. Zondek, diese Zeitschr. 182, 362, 1922. 
2) Vgl. Trendelenburg und Borgmann, diese Zeitschr. 106, 239, 1920. 
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oberhalb 


g der Calciumkonzentratior 


(27. August 1924.) Wirkungen der Steigerung und Verninderun 


Kaninchendarm. 


Abb. 9. 


Calcium eine Tonussteigerung hervorruft, 


und unterhalb der normalen 0,02 Proz. ( a Cl, 


CaCl,), nack welchen in 
den betreffendenVersuchen 
die supernormalen D-Witr- 
kungen untersucht = sind 

Es ergibt sich mit vol’- 
standiger Regelmabigkeit 
aus voriger Tabelle. daB dis 
Richtung der Diminutions 
wirkungen immer die gleich 
ist. In dieser Hinsicht bi 
steht eine Ahnlichkeit im 
Verhalten von Uterus und 
Darm. Ein quantitative: 
Unterschied zeigt sich aber 
darin, daB, wihrend beim 
Darm_ die supernormal 
D-Kontraktur nie sehr 
auffallend ist (und kommt 
auch nicht immer = zu- 
stande), sie am Uterus 
sehr ausgepragt, manchmal 
von maximaler Starke ist 
(s. Abb. 9). Umgekehrt 
sind die subnormalen Kon- 
trakturen am Darm stark 
und am Uterus schwach 
Eine solche Kontraktur ist 
in Abb. 9 ausgepragt zu 
sehen. Auffallend ist auBer 
dem, daB die Ca-Diminu- 
tionswirkung nie Hen- 
mung sein kann. Auch in 
dieser Hinsicht sind Uterus 
und Darm gleich. 

In den Fallen, wo das 


zur Tyrodelésung gefiigte 


scheinen A- und M-Wirkungen 


gleichzeitig im Spiele zu sein. Die Tonussteigerung ist, wenigstens zum 


Teil, Augmentationswirkung, weil sie voriibergehend ist, und nach ihr 
bleiben nur die verstarkten Spontanbewegungen zuriick. In den Fallen, wo 
das Steigern des [Ca] eine Lahmung hervorruft, ist die Lahmung auch 
voriibergehend, also wahrscheinlich auch A-Wirkung, Potentialwirkung. 
In unseren Versuchen zeigt sich aber kein Parallelismus in der Trachtig- 
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keit oder Nichttrachtigkeit des Tieres und Wirkungsrichtung det 
[Ca]-Steigerung. 

Unter der normalen Konzentration ruft die Steigerung des Ca- 
Gehalts eine Lahmung hervor. Wie zu entnehmen, ist auch diese 
voriibergehend, und ist mit dem Calcium paradoxon des Darmes identisch 
Bei einem Meerschweinchen (6) (bei welchem die supernormale Kon. 
zentrationssteigerung eine Laihmung hervorrief), zeigten sich bei der 
subnormalen Konzentrationssteigerung fliichtige Kontrakturer. Diese 
sind wahrscheinlich auch Potentialwirkungen, weil zwischenliegende 
Konzentrationen keinen manent héheren Tonus verursachten. 

Es zeigt sich aber ein Zusammenhang zwischen den Augmentations- 
und den Diminutionswirkungen. Fehlt die D-Wirkung, so erzeugt die 
Steigerung der Konzentration immer eine Erregung. Dies zeigte sich 
als eine allgemeine RegelmaBigkeit. Am besten ist ¢s jedoch beim 
7. Tier der Tabelle (Kaninchen) sichtbar, bei welchem di* Steigerung 
des [Ca] nur das eine Praparat reizte, das andere nicht. An ersterem 
war keine D-Kontraktur hervorzurufen, wahrend am anderen diese 
sehr ausgepragt vorhanden war. Auch umgekehrt bestcht diese Regel- 
maBigkeit (bei positiver supernormaler Wirkung ist keine Diminutions- 
erregung vorhanden) Von diesem Satze bildet aber das Meer- 
schweinchen (2) eine Ausnahme, bei welchem die Veranderung des [Ca] 
in beiden Richtungen Kontrakturen erzeugte 

Das Calcium hat daher auch an der Gebarmutter auffallende 
Potentialwirkungen. Augmentations- und Diminutionswirkungen sind 
fast immer von entgegengesetzter Richtung, 


Bemerkungen, Folgerungen. 

Die beschriebenen Versuche sprechen dafiir, dai die Potential- 
wirkungen sehr verbreitete Erscheinungen sind. Es sind bisher keine 
Salze gefunden, die keine Potentialwirkungen hatten. 

In ihrer Darmwirkung dem Kalium gleichen das Na. Rb und Cs, 
dem Ca das Mg, schwere Metalle und Al. Li ebenso Ba nehmen eine 
Sonderstellung ein. Das Sr scheint die Wirkungen von Ca und Ba in 
sich zu vereinen. 

Auffallend ist, dab am Darm die Kationen der Tyrodelésung unter 
der normalen Konzentration viel starkere Wirkungen entfalten kénnen 
als oberhalb dieser. Am Uterus liegen diese Verhaltnisse etwa um- 
gekehrt; im subnormalen Konzentrationsbereich erhalt man schwiichere 
Wirkungen. 

Die Kenntnis der Potentialwirkungen wirft auch ein neues Licht 
auf die Frage der [onénaquilibrjerungen. Der Zusammenhang zwischen 
den Wirkunger des Kaliums und Calciums laBt sich nicht ohne weiteres 
in das gebrauchliche Schema ihres ,,Antagonismus™ einfiigen. Die 
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Wirkungen dieser zwei Ionen sind manchmal entgegengesetzt, manch- 
mal parallel. Sie verstirken sich aber nicht nétigerweise wo sie paralle! 
wirken, und hindern nicht wo sie entgegengesetzt sind. 

E. Wollheim') berichtete vor kurzem iiber interessante Ergebnisse, 
die nach ihm die Theorie von S.G@. Zondek iiber den Wirkungsmechanismus 
der vegetativen Nerven zu stiitzen geeignet sind. Am Hund, Kaninchen 
und Katze findet er namlich nach Vagusreizung eine Zunahme des 
Calciumgehalts im Pfortaderblut; nach Reizung des N. splanchnicus 
dagegen eine Kaliumanreicherung. Hieraus folgert er, da’ im Darm- 
gewebe hierdurch die Wirkung des antagonistischen Ions in Ubergewicht 
geraten muB. Zondek*) sprach nun die Ansicht aus, daf die Wirkung des 
Parasympathicus durch eine lokale Anreicherung an Kalium, die 
Wirkung des Sympathicus durch eine lokale Anreicherung an Calcium 
zustande kommt. Die Versuche sprechen fiir diese Hypothese, da nach 
ihnen bei der Vagusreizung ein relatives Ubergewicht des Kaliums, bei 
der Splanchnicusreizung ein solches des Calciums bestehen wiirde. Diese 
Resultate selbst sind sicher von groBem Belang. Auf Grund unserer 
Ergebnisse kénnen wir aber in ihnen keinen Beweis der Zondekschen 
Theorie erblicken. Eine absolute Steigerung der Konzentration eines 
Ions hat nicht immer dieselbe Wirkung wie die relative Steigerung 
(durch Sinken der Konzentration des Antagonisten). Fiir den} Darm 
ist nicht nur der K/Ca- Quotient wichtig, sondern vielmehr die absolute 
Konzentration der einzelnen Ionen. Verkleinern wir den Kaliumgehalt 
der Lésung und rufen dadurch ein relatives Ubhergewicht des Ca hervor, 
so ist die Richtung der Wirkung die gleiche, als wenn wir den K-Gehalt 
vermehrt hatten. Die Wirkung des Verlustes von Kalium wirkt daher 
eben im Sinne des Vagus, die Splanchnicusreizung kann daher un- 
méglich auf diesen Mechanismus zuriickgefiihrt werden. 


Zusammenfassung. 


Kalium, Calcium und Magnesium verursachen auch am Katzen- 
und Meerschweinchendiinndarm ,,Potentialwirkungen“, die den Wir- 
kungen am Kaninchendarm ahnlich sind. Am Katzendarm verhindert 
gewohnlich Atropin die Diminutionskontraktur von K und Ca, am 
Kaninchendarm aber nicht. Die D-Kontraktur des Ca wird durch 
Ausfall der spezifischen Calciumwirkung hervorgerufen und _ nicht 
durch Mangel des zweiwertigen Metalls. 

D-Kontrakturen von K und Ca summieren sich nicht. Beim 
héheren K-Gehalt ist die Ca-D-Wirkung nicht stirker. Wechsel- 


1) E. Wollheim, diese Zeitschr. 151, 416, 1924. 
2) S. G. Zondek, ebendaselbst 132, 362, 1922. 














Kationenwirkungen. III. 227 


wirkungen von K und Ca lassen sich nicht einfach auf Grund ihres 
Antagonismus beschreiben. 

Magnesium hindert die Potentialwirkungen des Calciums, nicht 
aber die des Kaliums. 

Die Abnahme der NaCl-Konzentration verursacht eine voriiber- 
gehende Kontraktur. Das Steigern des [NaCl] bis zum normalen Wert 
ergibt voriibergehende Lahmung, dariiber hinaus: fliichtige Kontraktur. 
Eine manente Wirkung der hohen [NaCl] besteht in einem Kleinerwerden 
der Bewegungsamplituden. Abnahme der Konzentration bis zur 
Normalen verursacht eine kurzdauernde Hemmung. Unter dem nor- 
malen Wert ist die Abnahme des osmotischen Druckes ohne EinfluB 
und dominiert wahrscheinlich die Wirkung des Na-lons 

Caesium, noch mehr das Rubidium, verhalten sich dem Kalium 


ahnlich. Das Lithium hat am Kaninchendarm zusammengesetzte 
Wirkungen. Bei Steigern seiner Konzentration entsteht fliichtige 


Lahmung, nachher voriibergehende Kontraktur, welche spater von 
einer Verkleinerung der Bewegungsamplituden gefolgt wird. Das Na 
kann es nicht vertreten. 

Alle diese Wirkungen kénnen analogerweise an der Ringmuskulatur 
des Kaninchendarms ausgelést werden. 

An der isolierten Gebdrmutter des Kaninchens, der Katze und des 
Meerschweinchens sind auch ausgepriagte Potentialwirkungen zu finden. 
Die Wirkungen des Kaliums sind mit denen am Darm Aahnlich. Die 
Diminutionswirkung des Calciums ist von verschiedener Richtung, 
je nachdem die Steigerung der Konzentration (iiber den normalen Wert) 
erregend oder lahmend wirkt. Die Richtungen der Augmentations- und 
Diminutionswirkungen sind nie identisch. Oberhalb der normalen 
Konzentration ist die D-Kontraktur des Ca auffallend stark. 

Oft findet man Wirkungen, die nur teils voriibergehend sind. Diese 
kommen vielleicht durch ein gleichzeitiges Vorhandensein manenter 


und Potentialwirkungen zustande. 
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Untersuchungen iiber Diastase'). 


Il. Mitteilung: 


Wirkt a-Diastase auch /$-diastatisch, und umegekehr! /-Diastase auch 
a-diastatiseh? 


Von 
Viktor Syniewski. 


(Aus dem giérungschemischen und mykologischen Institut der Technischen 
Hochschule in Lemberg.) 


(Eingeqangen am 9. Juli 1925.) 


Wenn man eine sich mit Jod rein blau farbende Amylodextrin- 
lésung mit einem a-diastatischen Gerstenauszug vollkommen_ ver- 
zuckert und die abgespaltene Maltose aus dem Verzuckerungsgemisch 
entfernt, so bleibt das rohe, nichtreduzierende Grenzdextrin | zuriick 
das sich jedoch mit Jod gewéhnlich nicht rein blau, sondern etwas violett- 
stichig farbt. Wenn man dann durch fraktionierte Fallungen mittels 
Alkohol aus der wiasserigen Lésung dieses Rohdextrins das sich mit Jod 
blau farbende reine herausarbeitet, so bleiben geringe Mengen eines sich 
mit genanntem Reagens bereits rot farbenden und Fehlingsche Lésung 
etwas reduzierenden Dextrins zuriick?). Da nun hydrolytische Zer- 
setzungsprodukte der Starke ein geindertes Farbungsvermégen mit Jod 
dann zeigen, wenn in der Molekel bereits irgendwelche £-Bindungen der 
Dextrinringe aufgespalten worden sind*), so zeigt das Vorhandensein 
des sich rot fairbenden Dextrins in der verzuckerten Lésung neben dem 
reinen nichtreduzierenden Grenzdextrin I an, da hier der Maltose- 
abspaltungs- also a-diastatische ProzeB nicht rein verlaufen ist, sondern 
daB hierbei ebenfalls eine, wenn auch sehr schwache, #-diastatische 
Hydrolyse als NebenprozeB stattgefunden hat. 

Diese Tatsache kénnte sehr einfach dadurch erklirt werden, dab 
man in der Gerste das Vorhandensein einer gewissen Menge von f-Dia- 


') Vorgel. d. poln. Akademie der Wiss. in Krakau. 
2) Liebigs Ann. 441, 288, 1925. 
%) Ebendaselbst, S. 291. 
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stase annimmt, die als Uberbleibsel aus einer friiheren Lebensperiode 
der Pflanze im reifen Korn herstammt, oder sich vielleicht wihrend 
Regentagen im Korn bereits neu gebildet hat. 

Diese einfache Annahme muB aber bewiesen werden, denn man 
kénnte sonst auch eine andere Erklarung der eingangs angefiihrten 
Tatsache geben. Wenn man niamlich bedenkt, daB a-Diastase ein 
gewisse, in der Stérkemolekel vorhandene Bindungen hydrolysierendes 
Enzym ist, so erscheint es nicht unméglich, daB es gegebenenfalls 
auch andere Bindungen in dieser Molekel bydrolysiert, wenn auch mit 
einer vielmals geringeren Geschwindigkeit. a-Diastase wire dann ein 
Enzym, das zwei verschiedene, in derselben Starkemolekel an ver- 
schiedenen Raumstellen tatige, namlich die a- und die £-Bindungen, 
jedoch mit verschiedener Intensitét, angreifen wiirde. 

Wenn nun diese zweite Méglichkeit theoretisch ebenfalls in Betracht 
gezogen werden muB, so ist es ganz selbstverstandlich; daB man sich 
auch die analoge Frage stellen kann, ob nicht die £-Diastase, da sie 
wohl aus a-Diastase entstanden ist, ein wenn auch geringes a-dia- 
statisches Vermégen neben dem ihm zukommenden #-diastatischen 
aufweist. Zur Entscheidung der hier aufgeworfenen Fragen wurden 
nachfolgende Versuche angestellt : 


Versuche. 


I. a-Diastase. 


Bei Anstellung dieses Versuchs ging ich von nachfolgender Be- 
trachtung aus: a-Diastase wird durch 20 Minuten langes Erhitzen des 
betreffenden Auszugs auf 60 bis 61° vernichtet, waihrend £-Diastase 
diese Behandlung zu etwa vier Fiinftel iiberdauert. Wenn nun zwei 
Portionen des namlichen Gerstenauszugs, von denen eine durch Erhitzen 
auf 60 bis 61° von a-Diastase befreit, die andere aber durch z. B. ent- 
sprechendes Verdiinnen mit totem Gerstenauszug schwacher a-dia- 
statisch gemacht wurde, miteinander verglichen wiirden in ihrer 
Wirkung auf nichtreduzierendes Grenzdextrin I, so miiBten sie sich 
hierbei nachfolgend verhalten: 

a) Wenn a-Diastase auch etwas B-diastatisch wirkt: Die mit dem 
auf 60 bis 61° erhitzt gewesenen, also von a-Diastase befreitem Auszug 
versetzte Lésung des nichtreduzierenden Grenzdextrins I wirde auch 
nach langster Dauer des Prozesses sich mit Jod noch immer firben, 
da eben die auch etwas f-diastatisch wirkende a-Diastase nicht mehr 
vorhanden wiire. Die mit dem blo8 verdiinnten, somit noch immer 
a-diastatisch, also auch etwas f-diastatisch wirkenden Auszug ver- 
setzte Lésung miiBte dann nach entsprechend langer Zeit eine Anderung 
des Jodfirbungsvermégens aufweisen. 
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b) Wenn die bemerkte B-diastatische Wirkung des Gerstenauszugs 
nicht der a- Diastase, sondern einem gewissen Gehalt von B-Diastase zukiim¢ 
Da die im auf 60 bis 61° erhitzt gewesenen Gerstenauszuge dann vor- 
handene Menge £-Diastase noch immer etwa vier Fiinftel der urspriinglich 
vorhandenen Menge ausmachen wiirde, so miiBte sie auf das nicht- 
reduzierende Grenzdextrin 1 so einwirken, daB sich mit der Zeit sein 
Jodfarbungsvermégen andern wiirde. Weil aber die Menge der §-Dia- 
stase im zweiten stark verdiinnten Auszug auch entsprechend kleiner 
wire, miiBte sich bei der Hydrolyse des nichtreduzierenden Grenz- 
dextrins I mit diesem verdiinnten Auszug das Jodfarbungsvermégen 
entsprechend langsamer andern. 


Es wurde nun aus 1 Teil Gerstenmehl und 5 Teilen Wasser durch 
9stiindige Extraktion unter fortwihrendem Quirlen ein Auszug hergestellt. 
Sein nach Lintner ermitteltes, aber nach meiner Skala angegebenes Ver- 
zuckerungsvermégen war D, = 300. 

a) Ein Teil dieses Auszuges wurde auf 60 bis 61° durch 20 Minuten 
erhitzt. 

b) Ein Teil des Auszuges wurde aufgekocht, und ein Teil noch frisch 
belassen. 10 ccm des frischen Auszuges wurden nun mit 40 cem des toten 
zusammengemischt. 

Es wurde dann eine 0,2proz. Lésung des nicht reduzierenden Grenz- 
dextrins I hergestellt; sie farbte sich mit Jod blau. 

A. Zu fiinf Proben von je 25 ccm der Dextrinlésung wurden ansteigende 
Mengen des Auszuges a) und absteigende von destilliertem Wasser hinzu- 
getan, so daB das Gesamtvolumen immer 50 ccm betrug: 


1. 2,5cem des Auszuges + 22,5 cem Wasser 
S GS “os 9 * + 20,0 ,, - 
ee oe ee » + 17,5 ,, * 
Rs. Ts te Tog a + 15,0 ,, “< 
. Se a ee ” + 12,5 ,, * 


B. Zu ebensolchen fiinf Proben von je 25 cem der Lésung des Dextrins 
wurden auf oben beschriebene Weise analoge Mengen der Auszugsmischung b) 
und von destilliertem Wasser hinzugegeben. 

Samtliche zehn Proben wurden in Biiretten eingefiillt und aus letzteren 
dann von Zeit zu Zeit je 2 ccm der hydrolysierten Lésung zu 1 ccm einer 
5/,909 2 Jodlésung abgelassen, worauf schlieBlich die Farbung beobachtet 
und notiert wurde. Die erhaltenen Resultate sind in Tabelle I zusammen- 
gestellt. 

Aus der Tabelle I ist nun ersichtlich, daB die mit verdiinntem frischen 
Gerstenauszug behandelte Dextrinlésung in allen Proben bedeutend 
(etwa fiinfmal) langsamer ihr Fiarbungsvermégen mit Jod Anderte als 
die mit dem auf 60 bis 61° erhitzt gewesenen behandelte. Aus diesem Re- 
sultate ist somit bindend zu schlieBen, daB im Auszuge nicht die a-Diastase 
das das Farbungsvermégen verindernde, also f-diastatisch wirkende Enzym 
ist, sondern f-Diastase, die im Gerstenauszuge in geringen Mengen 
vorkommt. 
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Tabelle I. 





A. Hydrolysiert mit dem auf 60—61°C erhitzt gewesenen Auszug 
Die Hyde: | ———————___ ——————___ . aera 
lyse dauerte Farbungsvermégen mit J der Probe 

Minuten ae. oe P , ~e 


l 2 3 4 5 


20 blau blau blau blau blau 
60 e violett violett violettrot karmoisinrot 
karmoisinrot rot rot braunrot braunrot 
braunrot braun braun , braun braun 
braun von immer schwiacherer Nuance 


~ 7 ” - ” 
braun braungelb | briunlichgelb gelb gelb 
gelb von immer schwiacherer in Spuren dunk. 


, als mit reinem 
Nuance he 


gelb von immer schwiicherer Nuance ebenso 


” 


schwach gelb Spuren einer _ reine Jodfarbe 
dunkler. Firb. 





B. Hydrolysiert mit dem bloB verdiinnten Auszug 


Die Hydro- 
lyse dauerte Farbungsvermégen mit J der Probe: 


Minuten > 3 4 


20 blau blau blau blau blau 
60 rs violetter starkere a _ausdriickliche violett 
Schimmer von Violett Spuren v. Violett 
180 violett violett violett violett | rotviolett 
330 rotviolett rotviolett rotviolett karmoisinrot karmoisinrot 
karmoisinrot rot rot rot rot 


” ” 


” ” ” 
rot rotbraun braun 


“ ‘ 
x ¢ rotbraun e ” 
a rotbraun — braun von immer schwiacherer Nuance 
braun von immer schwacherer Nuance 


- 


II. B-Diastase. 


Hier ging ich von nachfolgenden Betrachtungen aus: 

Ein Malzauszug enthalt sowohl a- als auch bereits #-Diastase. 
Beim Erhitzen dieses Auszugs durch 20 Minuten auf 60 bis 61° wird 
die a-Diastase so vernichtet, daB sie mittels der Lintnerschen Methode 
nicht mehr bestimmt werden kann; ihre Menge sinkt dann auf Null 
oder jedenfalls auf weniger als 2,5 Lintnersche Grade nach meiner 
Skala'). £-Diastase ist weit bestandiger und bleibt in ziemlicher Menge 
noch intakt in der Lésung. Beim weiteren Erhitzen auf 68° wird sowohl 
a-Diastase, wenn sie noch vorhanden sein sollte, als auch #-Diastase 
weiter vernichtet, und zwar a-Diastase offenbar bedeutend starker als 
B-Diastase. 


1) Diese Zeitschr. 158, 97, 
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Wir kénnen nun 2 Teile desselben Malzauszugs, von denen der 
eine durch 20 Minuten nur auf 60 bis 61°, der andere aber ebensolange 
auf 67 bis 68° erhitzt worden war, durch entsprechende Zumischung 
von aufgekochtem, also totem Malzauszug gleich diastatisch Lintner- 
scher Starke gegeniiber machen; sie werden wohl hauptsichlich B-dia- 
statisch sein. Wenn sie nun auch etwas a-Diastase enthalten sollten, 
so wird der bloB auf 60 bis 61° erhitzt gewesene an dieser Diastase 
gewiB bedeutend mehr enthalten als der auf 67 bis 68° erhitzt gewesene. 

Wenn wir nun zu den weiteren Versuchen nachfolgende Ausziige 
nehmen : 

A. den auf 60 bis 61° erhitzt gewesenen, aber in bezug auf dia- 
statische Kraft bereits rektifizierten Auszug und 

B. eine Mischung von | Teil des Auszugs A und 4 Teilen des auf 
67 bis 68° erhitzt gewesenen, mit dem ersteren, gleichdiastatischen, 

so werden selbstverstindlich sowohl A als auch B die namliche 
diastatische Kraft aufweisen. 

Mit Hilfe dieser Ausziige l4Bt sich nun entscheiden, ob in dem 
bloB auf 60 bis 61° erhitzt gewesenen, also hauptsichlich B-diastatischen 
Auszug, wenn er noch etwas a-diastatisch wirken sollte, diese letztere 
Wirkung einem Uberbleibsel nicht vernichteter a-Diastase oder aber der 
B-Diastase allein zu verdanken ist. 

Als Einwirkungssubstrat wahlte ich mein Grenzdextrin II, welches 
bloB a-Karbonylbindungen enthalt'). 

a) Wenn B-Diastase auch etwas a-diastalisch wirken sollte, dann 
miGten zwei Proben einer Lésung des Grenzdextrins II durch gleiche 
Mengen der Ausziige A und B gleich stark, also gleich rasch ver- 
zuckert werden. 

b) Wenn eine fesigestellte a-diastatische Wirkung nicht von B-Dia- 
stase herriihren wiirde, sondern einem Uberbleibsel von a-Diastase im 
Auszug zukdéme: In diesem Falle miiBte der Auszug A, weil er aus blob 
auf 60 bis 61° erhitzt gewesenem Malzauszug bestiinde, auf das Grenz- 
dextrin II bedeutend (etwa fiinfmal) rascher einwirken als der Auszug B. 
weil der letztere an ersterem blo !/; und 4/, des auf 67 bis 68° erhitzt 
gewesenen Malzauszugs enthielte. 


Es wurde nun aus gutem Brennereimalz ein ,,dreifacher’* Auszug auf 
die Weise hergestellt, daB am ersten Tage ein Teil des geschroteten Malzes 
mit fiinf Teilen Wasser unter Zusatz von Toluol durch 9 Stunden unter 
fortwihrendem Quirlen ausgezogen wurde, am zweiten Tage ein Teil Malz- 
schrot mit fiirf Teilen des am ersten ‘erhaltenen Auszuges, ebenfalls unter 
Zusatz von Toluol, auf die nimliche Weise, und analog am dritten Tage 
nochmals eine Portion des Malzes mit dem Auszug des zweiten ausgelaugt 


1) Liebigs Ann, 824, 222 und 264, 1902. 
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wurde. Dieses ,,dreifache** Ausziehen wurde deshalb ausgefiihrt, um schlieB- 
lich einen stark diastatischen Auszug zu erhalten, auf daB er auch nach dem 
Erhitzen noch stark wirken sollte. 

Der Auszug wies (nach meiner Skala) ein diastatisches Vermigen von 
Dia + #) = 3750 Einheiten auf. 

Er wurde in drei Teile geteilt: Den ersten Teil erhitzte ich durch 
20 Minuten auf 60 bis 61°. Nach dem Abkiihlen wies er ein Dg = 875 Ein- 
heiten auf. Den zweiten Teil erhitzte ich ebenfalls durch 20 Minuten, aber 
auf 67 bis 68°. Abgekiihlt, hatte er ein diastatisches Vermégen von 
Dg = 550 Einheiten. Der dritte Teil wurde zur Vernichtung jeglicher 
diastatischen Kraft aufgekocht. Alle Ausziige wurden, selbstverstandlich, 
vorher blank filtriert. 

Der auf 60 bis 61° erhitzt gewesene Teil des Auszuges wurde nun mit 
so viel (durch Berechnung ermittelt) des toten versetzt, daB das diastatische 
Vermégen von 875 auf 550 fiel. Es hatten jetzt sowohl der auf 60 bis 61°, 
als auch der auf 67 bis 68° erhitzt gewesene Auszug dasselbe diastatische 
Vermégen der Lintnerschen Starke gegeniiber, nimlich Dg = 550 Einheiten. 

Es wurde nun einerseits 

A. der nicht mehr veranderte, auf 60 bis 61° erhitzt gewesene Auszug 
von Ds = 550, andererseits 

B. eine Mischung von einem Teil des Auszuges A mit vier Teilen des 
auf 67 bis 68° erhitzt gewesenen von ebenfalls Dz = 550 zu weiteren Ver- 
suchen angewandt. 

Das diastatische Vermégen der Ausziige A und B wurde zur Kontrolle 
nochmals bestimmt ; es war bei beiden: Ds, wie berechnet, = 550 Einheiten. 

14g (Trockensubstanz) eines Praparats von Grenzdextrin II wurde 
zu 1000 ccm in Wasser gelést. Vorher bestimmte man die Reduktionskraft 
der Malzausziige und die der Grenzdextrinlésung, und berechnete daraus, 
wieviel Kubikzentimeter Fehlingscher Lésung angewendet werden muB, 
um diese Reduktionskraft zu sittigen. Bei den Versuchen wurde dann ein 
bestimmter Uberschu8 an Fehlingscher Lésung genommen und beobachtet, 
wann die Hydrolyse jenes Stadium erreicht hat, in welchem die angewandte 
Menge des Reagens vollstandig reduziert wurde. 

Fiinf Portionen von je 97,5 ccm der Dextrinlésung wurden mit nach- 
folgenden Mengen des Auszuges A und des toten zu 100 ccm erganzt: 


0,5 cem des Auszuges A + 2,0 ccm des toten Auszuges 
LO 3 on o A+15 . » % o 
ARS - 0) ° de 
a ae) ae a i.) 2a é ‘ 
| ae - eee oe - = 

Ebenso wurden fiinf ebensolche Portionen derselben Dextrinlésung 
auf dieselbe Weise wie oben mit dem Auszuge B und dem erginzenden 
toten versetzt. 

Der Inhalt der Kélbchen, in denen die Zusammenmischung erfolgte, 
kam nun in zehn Biiretten, aus welchen dann von Zeit zu Zeit je 5 cem der 
verzuckernden Léisung in je 8 ccm Fehlingscher Lésung abgelassen wurden, 
um die Mischung dann durch 5 Minuten im kochenden Wasserbade 2u 
erhitzen. Die Proberéhrchen mit der Mischung wurden beiseite gestellt, 
um den Inhalt der Réhrchen sémtlicher Proben nach Beendigung des 
Versuchs in bezug auf den Grad der Reduktion nach der Farbe zu vergleicher . 
Das Resultat ist in Tabelle II zusammengestellt. 
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Tabelle 11. 








Die Ver- A. Verzuckert mit dem bloB auf 60—61°C erhitzt gewesenen 
zuckerung Auszug von Dz = 550 
dauerte Ess ES a ee ee —— 
Minuten 1 2 3 4 | 5 
30 nicht vollstandig reduziert; blau von immer schwacherer 
Nuance 
60 nicht vollstaéndig reduziert; blau von immer | fast 
schwiicherer Nuance | reduziert 
90 blau blau fast reduziert vollkommen reduziert 
120 " - vollkommen reduziert 
150 s fast reduziert a 
180 a vollkkommen reduziert 
270 fast reduziert ‘ - 
330 eben reduziert ” ” 





Die Ver- B. Verzuckert mit der Mischung von 1 Teil des Auszugs A ott 6 Totten der 








zuckerung auf 67—68°C erhitzt gewesencn Ausziige von Dz 
dauerte aida licnicemiiataliaets hidden ee : oe 
Minuten 1 2 3 4 5 
30 nicht vollstandig reduziert; blau ohne sichtliche Abstufung 
60 * ‘a - ~ = n + 
90 nicht volistandig reduziert; blau mit einer Spur von 
Abschwichung gegen 5 zu 
120 nicht vollstandig reduziert; blau mit einer leichten 
Abschwiachung gegen 5 zu 
150 nicht vollstandig reduziert; blau mit gut sichtlicher 
Abschwiichung gegen 5 zu 
180 nicht vollistandig reduziert; blau mit starker Abschwiachung 
gegen 5 zu 
270 nicht vollstandig reduziert; blau fast reduziert | vollkommen 


reduziert 
330 nicht volistindig reduziert; blau | fast reduziert vollkommen reduziert 


Nach 12 Stunden wurden die Proben in bezug auf die Farbung nochmals miteinander ver- 
glichen, und es wurde festgestellt, dafs die Proben A, 1 bis 5 nach 9) Minuten vollkommen 
gleich nuanciert waren, wie die Proben B, 1 bis 5 nach 330 Minuten. 


Aus dieser Tabelle ist nun nachfolgendes ersichtlich: 

1. Beide angewandten Ausziige wirkten a-diastatisch. 

2. Beide wirkten aber, wiewohl sie der Lintnerschen Starke gegen- 
iiber gleiche diastatische Kraft aufwiesen (550 Einheiten), auf das blo’ 
a-Bindungen enthaltende Grenzdextrin II verschieden stark. Die mit 
dem Auszug A versetzten Proben wurden, wenn wir die Zeit als Ver- 
gleichsmaB nehmen, 3,66mal rascher verzuckert als die mit dem Aus- 
zug B versetzten. 

Aus obigem ist also zu schlieBen, daB in beiden Ausziigen nicht 
B-Diastase auch schwach a-diastatisch wirkte, denn es hatten dann 
beide Ausziige gletch schnell wirken miissen, sondern ein Uberrest von 
a-Diastase. Im Auszug A war eine gréBere Menge dieses nicht ver- 
nichteten Restes von a-Diastase vorhanden, weil er auf bloB 60 bis 61° 
erhitzt worden war, der Auszug B enthielt dieses Uberrestes an a-Dia- 
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stase bloB '/; der im A. enthaltenen Menge und auch noch sehr geringe 
Mengen aus dem auf 67 bis 68° erhitzt gewesenen Auszuge. Da auch 
dieser letztere Auszug von a-Diastase noch nicht vollkommen frei 
war, ersieht man daraus, daB die mit ihm versetzten Proben nicht 
etwa fiinfmal, sondern blo®B 3,66mal langsamer verzuckert wurden. 


Ergebnis. 

1. a-Diastase wirkt auch nicht etwas f-diastatisch. Die fest- 
gestellte geringe B-diastatische Wirkung des Gerstenauszugs ist dem Vor- 
handensein einer geringen Menge von B-Diastase zuzuschreiben. 

2. B-Diastase wirkt auch nicht etwas a-diastatisch. Die a-dia- 
statische Wirkung eines auf 60 bis 61° erhitzt gewesenen, also haupt- 
sichlich £-diastatischen Malzauszuges ist einem geringen, durch das 
Erhitzen noch nicht vollkommen vernichteten Uberreste von a-Dia- 


stase zuzuschreiben. 

















Untersuchungen tiber Diastase?). 


Illa. Mitteilung: 


Uber die Geschwindigkeit der unter Vermittlung von a-Diastase verlaufenden 
Stirkehydrolyse. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
Viktor Syniewski. 
(Aus dem girungschemischen und mykologischen Institut der Technischen 
Hochschule in Lemberg.) 
(Eingegangen am 9, Juli 1925.) 


Wie bekannt, fiihrte der zuerst von L. Wilhelmy?) studierte Verlauf 
der Rohrzuckerhydrolyse unter Vermittlung von Saéure zur Aufstellung 


“ _ fir den Geschwindigkeitskoeffizienten 





: 1 
der Gleichung k = ; log pare 


des Verlaufs sogenannter monomolekularer Reaktionen. 

C.O. Sullivan und Tompson*) und spiter auch J. 0. Sullivan‘) 
zeigten, daB eine Rohrzuckerhydrolyse, die nicht durch Saure, sondern 
durch Saccharase katalysiert wird, nach demselben Gesetz verlauft. 
Dieser Befund der beiden Sullivan wurde zwar bald durch V. Henry®) 
und ein Jahr spiter auch durch Adrian J. Brown®) in starken Zweifel 
gestellt, genaue Arbeiten Hudsons’) jedoch haben die Angaben der 
Sullivan vollkommen bestatigt und in der nicht beriicksichtigten 
Mutarotation der Glucose die Irrtumsquelle der Henrischen Angaben 
erkannt. Es steht somit fest, daB die enzymatische Hydrolyse des Rohr- 
zuckers nach demselben Gesetz verliuft wie die durch Sdure katalysierte. 

Die obengenannte Sullivansche Entdeckung konnte nun vermuten 
lassen, daB auch die unter Vermittlung von Enzymen stattfindende 


') Vorgel. der Poln. Akad. der Wiss. in Krakau. 

*) Poggend. Ann. 81, 413 und 499, 1850. 

8) Trans. of the chem. Soc. 57, 834, 1890. 

*) Ebendaselbst 61, 926, 1892. 

5) C. r. 188, 891, 1901. 

*) Trans. of the chem. Soc. 81, 373, 1902. 

7) Journ. Amer. Chem. Soc. 80, 1160 und 1564, 1908. 
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Hydrolyse der Starke sich nach demselben Gesetz abspielen wird; 
diesbeziigliche Untersuchungen verschiedener Autoren haben aber 
gezeigt, daB die enzymatische Hydrolyse der Starke wohl einem kom- 
plizierteren Gesetz folgt; freilich sind diese Autoren bei weitem nicht 
einig dariiber, nach welchem es geschieht. Horace T'. Brown zeigt 
in Gemeinschaft mit 7'. A.Glendinning'), daB die Hydrolysegeschwindig- 
keit der Starke unter Vermittlung von Diastase im allgemeinen mit 
dem Verlauf des Prozesses wdchst. Wenn man sich jedoch den Verlauf 
der Hydrolyse in zwei Stadien geteilt denkt, und zwar in ein Anfangs- 
stadium bis zur Zersetzung von etwa 43,5 Proz. der itiberhaupt hydro- 
lysablen Menge und in ein Nachfolgestadium, und den Geschwindig- 
keitsverlauf wahrend beider Stadien ermittelt, so ergibt sich, daB das 
erste linear verliuft, die Geschwindigkeit also wichst, das zweite aber 
annahernd nach der logarithmischen Formel, die Geschwindigkeit 
also immer gleichbleibt. Demgegeniiber behauptet V. Henry*), dab 
die Geschwindigkeit der Starkehydrolyse, gleichgiiltig, ob sie durch 
Malz- oder Pankreasdiastase vermittelt wird, doch, der logarithmischen 
Formel entsprechend, wahrend des ganzen Reaktionsverlaufs gleich- 
bleibt, wahrend kurz darauf Ch. Philoche*) wieder in einer langeren 
Arbeit nachweist, daB die Geschwindigkeit im Anfangsstadium der 
Hydrolyse (bis zum Umsatz von etwa 25 bis 30 Proz. Starke) immer 
kleiner wird, um dann im spiateren Stadium (bis zur Zersetzung von 
90 bis 94 Proz. der Starkemenge) einen gleichbleibenden Endwert 
anzunehmen. 

Die Angaben in dieser Materie der einzelnen Autoren stehen also 
in einem vollkommenen Widerspruch zueinander; es diirfte schon 
aus diesem Grunde schwer werden, irgend einer der auf Grund der 
Ergebnisse dieser Arbeiten aufgestellten Theorien iiber die Rolle, 
welche der Diastase bei der Starkehydrolyse zukommt, den Vorzug 
zu geben; man wird aber ganz vor ihrer Annahme zuriickscheuen, 
wenn man erfahrt, daB die Diastasepriparate, welche von den bis- 
herigen Autoren angewandt wurden, nicht ein einheitliches diastatisches 
Enzym, sondern gewi8 ihrer zwei enthalten haben‘), daB somit die 
Starkehydrolyse dieser Forscher aus mindestens zwei nebeneinander 
laufenden, verschiedenen, sich dabei auch beeinflussenden hydro- 
lytischen Prozessen bestand. Mit der Erkenntnis, daB die sogenannte 
Malzdiastase aus der maltoseabspaltenden a- und der dextrinring- 
zersetzenden £-Diastase zusammengesetzt ist, ergab sich die Notwendig- 


1) Trans. of the chem. Soc. 81, 388, 1902. 
2) C.r. 185, 916, 1902. 

’) Journ. de chim. physique 6, 404, 1908. 
*) Diese Zeitschr, 158, 87, 1925. 
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keit der Wiederaufnahme der Untersuchungen iiber die Starkehydrolyse, 
und zwar tiber a- und £-Hydrolyse abgesondert. 


Ich nahm vor allem das Studium der a-Hydrolyse auf, da man 
hierbei neben dem nicht reduzierenden Grenzdextrin I ausschlieBlich 
Maltose bekommt'), so daB die Geschwindigkeit der Maltoseentstehung, 
die demnach auch die Geschwindigkeit der a-Hydrolyse vorstellt, 
durch keine Nebenprozesse, wie Entstehung anderer reduzierender 
Zwischenprodukte, verdunkelt wird. 


Versuche., 


Herstellung des a-diastatischen Auszuges. Wie ich in einer besonderen 
Arbeit zeige*), ist das Gerstenkorn nicht vollkommen frei von #-Diastase. 
Die darin vorhandenen, wiewohl nicht groBen Mengen dieses Enzyms, 
kénnten doch einen NebenprozeB hervorrufen und so gewisse Maltose- 
mengen vortiuschen, also den Verlauf der a-Hydrolyse verdunkeln; ich 
muBte somit darauf bedacht sein, diese 8-Diastase zu eliminieren. 225 ¢ 
fein gemahlener Gerste wurden mit 1125 ccm Wasser und 5ccem Toluol 
versetzt, unter stetem Umriihren durch 9 Stunden gelaugt. Uber Nacht 
filtriert, zeigte der unverdiinnte Auszug die diastatische Kraft Dz = 500 Ein- 
heiten (meiner Skala)*). 

Um mir auch einen Begriff von der GréBe der f-diastatischen Kraft 
des Auszuges zu verschaffen, verfuhr ich nachfolgend: 25 ccm einer 0,2 proz. 
Lésung von nicht reduzierendem Grenzdextrin I wurden mit 25 ccm des 
Auszuges versetzt und in eine Biirette gebracht (Temperatur = 17,5°). 
Von Zeit zu Zeit wurde je 1 cem der verzuckernden Lésung zu 1 cem einer 
5/000 2 Jodlésung abgelassen, worauf die Firbung beobachtet und notiert 
wurde. Bei Anwendung der Daten, der von Jod nicht mehr gefirbten 
Probe erfuhr man durch eine einfache Rechnung‘) die angeniherte Starke 
der vorhandenen f-diastatischen Kraft. 

Das auf dem Filter zuriickgebliebene ausgelaugte Mehl wurde ab- 
gespritzt, mit frischem Wasser (+ 5 ccm Toluol) auf das friihere Volumen 
gebracht und von neuem durch 9 Stunden auf dieselbe Weise wie friiher 
gelaugt; so wurde viermal verfahren. Das Dg des vierten Auszuges war 
jetzt unter 10 Einheiten gesunken. 

Auch das f-diastatische Vermégen wurde beurteilt, und zwar auf die 
oben beschriebene Weise. Da es mir noch immer zu gro8 schien, so wurde 
weiter gelaugt, jedoch mit Zusatz von 10 ccm einer 2proz. Formaldehyd- 
lésung, und zwar deshalb, weil ich aus friiherer Erfahrung wuBte, daS 
Malzausziige mittels Toluol nicht iiber 5 bis 6 Tage aseptisch zu halten waren. 
So wurde der Filterriickstand rioch dreimal ausgelaugt. Die {-diastatische 
Kraft war jetzt so gering, daB sie wohl als nicht mehr schiidlich angesehen 
werden konnte. 

Nathstehende Tabelle gibt einen Begriff vom Fallen der £-diastatischen 
Kraft nach den einzelnen Auslaugungen: 


1) Liebigs Ann. 441, 285, 1925. 

2) Siehe die vorhergehende Abhandlung. 
8) Diese Zeitschr. 158, 87, 1925. 

*) Ebendaselbst, S. 105. 
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Jodfarbungsvermégen der verzuckernden Lésung 


nach verzuckert mit dem 








Minuten 1. Auszug 4. Auszug 6. Auszug 7. Auszug 
30 karmoisinrot — — —_ 
45 rot — — — 
60 ‘ = blau blau 
120 braun — — — 
150 — — violett _— 
180 _- —- —_— Stich ins Violette 
240» schwach braun — — _ 
300 -— -- -- violett 
540 _- _- karmoisinrot 
570 jodfarben — — — 
660 — — rotbraun os 
690 _— schwach braun — rot 
1320 . weiter geschwacht -- _ 
1440 — — — braun 
2160 — etwas dunkler als — — 
jodfarben 


Bei Durchfiihrung der Rechnung erfahrt man, daB die £-diastatische 


Kraft des 1. Auszuges 0,0534 Einheiten betragen hat; im 7. Auszuge ist 
sie nun auf etwa den zehnten Teil des obigen Betrages gefallen. 


Der nach der siebenten Auslaugung auf dem Filter zuriickgebliebene 
Riickstand wurde jetzt mit 800 cemWasser, in welchem vorher 10 g Papayotin 
(Merck 1: 200) gelést worden waren, versetzt, und durch 9 Stunden unter 
stetem Riihren ausgelaugt, worauf klar filtriert wurde. 


De dieses Filtrats betrug 150 Einheiten. 


Dg aber, auf dieselbe Weise wie oben. bestimmt und berechnet, betrug 
0,0195 Einheiten, das ist 0,013 Proz. der vorhandenen a-diastatischen 
Kraft. Es konnte somit erwartet werden, daB eine so geringe Beimengung 
von f-Diastase die Geschwindigkeit der a-Hydrolyse werde nicht so weit 
beeinflussen kénnen, daB sich dies bei den zu Gebote stehenden analytischen 
Methoden irgenwie fiihlbar erweisen kénnte. 


Substrat der Hydrolyse. Ich wollte die Anfangsstadien des Prozesses 
besonders gut erfassen, daher muBte ich, um in kurzer Zeit groBe Unter- 
schiede im Reduktionsvermégen des Verzuckerungssubstrats zu erhalten, 
auf médglichst hohe Konzentration der zu verzuckernden Lésung sehen. 
Lintnersche Starke, die von anderen Autoren bisher fast immer angewandt 
wurde, laBt sich aber in héheren Konzentrationen als zu 2 Proz. nicht gut 
anwenden; ich stellte deshalb etwa 5proz. Lésungen von Amylodextrin im 
Autoklaven her, die sich tagelang halten lassen, ohne merkbar groBe Mengen 
stérender Reversionsprodukte auszuscheiden. 160 g lufttrockener Kartoffel- 
stirke wurden, mit 0,3 g CaCO, versetzt, in 2 Litern Wasser verkleistert 
und hierauf durch 12 Stunden im Autoklaven bei genau 135° im Wasser- 
dampf gehalten. Nach dem Erkalten wurde filtriert; man erhielt 1675 cem 
einer klaren Amylodextrinlésung, die durch Hinzugabe von Wasser auf 
etwa 5,5° Bllg. gebracht wurde. Diese Lésung firbte sich mit Jodlésung 
rein blau. Eine Trockensubstanzbestimmung ergab 1,3767g in 25ecm und 
darin 0,34 Proz. Asche. 
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Als Trockensubstanz hatte sie bereits Wasser verloren'); auf Amylo- 
dextrin muBte sie im Verhialtnis von 5886: 5940 umgerechnet werden. Bei 
Beriicksichtigung auch der Asche erfahrt man dann, daB 100 ccm des zu 
hydrolysierenden Substrats 5,5384 g Amylodextrin enthielten. 

Hydrolysenverlauf. 1800 ccm der Amylodextrinlésung wurden mit 
100 ccm des a-diastatischen Auszuges versetzt, rasch durchgemischt und 
in einem Kolben im Wasserthermostaten bei 18° verzuckern gelassen. 
100 cem dieser verzuckernden Lésung enthielten also 5,24693g der ur- 
spriinglichen Amylodextrinsubstanz. Von Zeit zu Zeit wurden gewisse 
Mengen der Mischung entnommen und in einem Erlenmeyerkolben zu 
0,2 ccm alkalischer Seignettesalzlésung flieBen gelassen. Mit entsprechenden 
Wassermengen wurde die Mischung immer zu 100 ccm aufgefiillt und bis 
zur Bestimmung des Reduktionsvermégens aufbewahrt. Die erhaltenen 
Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Aus den Prozentzahlen der letzten Kolumne erhalt man ein Bild des 
Verzuckerungsverlaufes in Gestalt einer Kurve, und wenn man nun die 
offenbaren Fehler in der Stetigkeit dieser Kurve graphisch ausbessert 
und zu den so erhaltenen richtigeren Prozenten die betreffenden Maltose- 
mengen berechnet, so erhailt man nachfolgende Tabelle der in den einzelnen 
Zeitpunkten entstandenen Maltosemengen : 








Nr. des _Mattoceprosente Berichtigte Nr. des _ Maltoseprozeate Berichtigte 
Versuchs  experim. | graphisch Maltosemenge Versuchs || experim. | graphisch Maltosemenge 

erhalten ermittelt 8 erhalten ermittelt g 

1 401 | 401 0,2104 1 45,14 | 455 2.3873 

2 6.08 6,08 0.3190 16 = 49.6 2.6025 

3 812 | 812 0,4260 17 5325 | 540 2.8333 

4 10,83 10,3 0,5404 18 57,54 57,7 3,0275 

5 12,47 125 0,6559 19 60,44 61,4 3,2216 

6 14,71 14,7 0,7713 20 62,93 63,9 3,3528 

7 18,04 18,0 0.9444 21 65,33 | 65,2 3,4210 

8 21,35 | 21,0 1,1019 22 64,69 65,8 3,4525 

9 2442 244 1,2803 23 «65,90 | 65,9 3.4577 

10 27,36 27,1 1,4219 24 65,64 66,0 3,4630 

ll 3027 303 1,5900 25 65,94 66,1 3,4682 

12 33,40 33,2 1,7420 26 66,22 66,2 3,4735 

13 36,95 31,1 1.9466 27 66,79 66,8 3,5049 
14 40,87 40.9 2,1460 28 66,96 _ _— 


Mit Hilfe dieser korrigierten Zahlen wurden nun unter der Voraus- 
setzung, daB die Reaktion eine monomolekulare is*, die Geschwindigkeits- 
koeffizienten in den einzelnen Zeitpunkten berechnet: 100 ccm der 
verzuckernden Lésung enthielten 5,24693 g der urspriinglichen Amylo- 
dextrinsubstanz; diese Zahl stellt somit das a der bekannten logarith- 
mischen Formel vor. Die Amylodextrinmolekel besteht aus dem 
Dextrinringekomplex und 12 mit ihm verbundenen Maltoseresten ; 
ihr entspricht die Forme] C,,_H 7.0,g, und das Molekulargewicht 5940. 
Das Amylodextrin kénnte also theoretisch, wenn der ProzeB restlos 


1) Liebigs Ann. 309, 288, 1899. 
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zu Ende laufen wiirde, im Maximum 69,09 Proz. Maltose liefern. 
Zur Ermittlung des Reaktionsgeschwindigkeitskoeffizienten wandte ich 

69,09 a 
69,09a — 100x 
an, wobei hier x die in den einzelnen Zeitabstanden entstandenen 
Maltosemengen bedeutet. Es wurden hierbei nachfolgende Werte 
fiir k errechnet: 


1 
deshalb die fiir die Rechnung bequeme Formel k ; log 








Nr. des : t k Nr. des t k 
Versuchs in Minuten Versuchs | in Minuten 
l 15 0,001 731 15 220 0,002 121 
2 25 1 600 16 245 2 243 
3 35 1 551 17 275 2 402 
4 45 1 557 18 305 2 567 
5 55 1 575 19 345 2 764 
6 65 1 598 20 395 2 846 
7 80 1 638 21 445 2 808 
8 95 1 656 22 505 2618 
9 110 1 720 23 565 2 363 
10 125 1 730 24 625 2 159 
ll 140 1 785 25 805 1 694 
12 155 1 835 26 985 1 399 
13 175 1910 27 1230 1 203 
14 195 1 996 


Es ergibt sich also, daB die Reaktionsgeschwindigkeit nach obiger 
Berechnung mit der Zeit wachst, um bei Entstehung von etwa 63,5 
bis 65 Proz. Maltose ihr Maximum zu erreichen. 

Wenn wir nun bedenken, daB die Amylodextrinmolekel, wie oben 
gesagt, mit dem Dextrinringekomplex 12 Maltosereste verbunden 
enthalt, und daB es méglich ist anzunehmen, daB wahrend der Hydro- 
lyse in den einzelnen Molekeln nacheinander nicht alle Maltosereste 
auf einmal abgespalten werden, sondern daB in ihnen anfangs je ein 
Maltoserest abgespalten wird, wobei eine Substanz iibrigbleibt, deren 
Molekel aus dem Dextrinringekomplex und 11 Maltoseresten besteht, 
diese Substanz dann weiter so hydrolysiert wird, daB ein weiterer 
Maltoserest von der Molekel abgesprengt wird, und die restierende 
Substanz dann aus Molekeln besteht, in denen mit dem Dextrinringe- 
komplex bloB zehn Maltosereste verbunden zuriickbleiben usw., da 
die Hydrolyse also in 12 Etappen vor sich geht, wobei in jeder je '/,, 
der ganzen abspaltbaren Maltosemenge losgerissen wird, so haben wir 
es in diesem Falle mit 12 insofern verschiedenen hydrolytischen Pro- 
zessen zu tun, als in jedem prinzipiell eine andere Substanz und in 
immer kleinerer Menge der Hydrolyse unterzogen wird. Wir wollen 
nun berechnen, wie die Geschwindigkeit in den einzelnen Etappen 
der Hydrolyse wiichst. 


Diastase. ITT. 
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Den Verlauf des ganzen Prozesses, das ist bis zur Erscheinung von 
69,09 Proz. = 3,6251 g Maltose, teilen wir in 12 Etappen ein, wobei 
also die erste nach dem Erscheinen von 5,76 Proz., die zweite nach 


dem Entstehen von 11,52 Proz. usw. Maltose zu Ende ist. 


Wir er- 


mitteln dann, welche Mengen von Maltose und in welchen Zeiten 
in den einzelnen Etappen entstehen, und berechnen aus diesen Zahlen, 


bei Beriicksichtigung dessen, daB a jetzt gleich ist 


(fiir 100 ccm), die Geschwindigkeitskoeffizientea. 
einzelnen Rechnungen sind in Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle II. 


3,6251 
9 


= 0.30209 


Die Resultate der 





3 e§ 
ei Sw 
> +5 
g | NZ 
a] 
Zz 
Min 
l 15 
2|| 25 
3 35 
4 45 
5 55 
6 65 
7 8O 
8 95 
9 110 
10 125 
1} 140 
12) 155 
13. 175 
14. 195 
15 220 
16 245 
17 | 275 
18 305 
19 345 
20 395 
21 445 
22 505 


Aus der 
korrigiert. Kurve 
berechn. Maltose 


in Proz. der 
urspr Substanz 


> 
1c 


8,12 
10,3 


12.5 
14,7 


? 


18,0 
21,4 
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27,3 


30,3 
33,4 


37,1 


40,9 
45,5 


49,5 
54,0 


57,7 


61,4 


63,9 
65,2 
65,8 


nach Beriick- 

sichtigung d. 
45 proz 

Korrektion 


rm 


0.2104 
0.2991 


0,4260 
0,5404 


0,6559 
0.7713 


0,9444 
1,1228 


1,2803 
1,4324 


1,5900 
1,7525 


1,9466 


2.1460 
2.3873 


2,6025 
2.8333 


3.0275 
3.2216 


3,3528 
3.4210 
3,4525 


Zu Ende der Etappe: 


se 

38 

Se 

Nr. 222 
eS 

wi > 

Proz. 

I. 5,76 
II. 11,52 
IIt. 17,27 
IV. 23,03 
V.. 28,79 
VI. 34,55 
VII. 40,30 
VIII. 46,06 
IX. 51,82 
X.| 57,58 
XI. 63,35 


» 


in der Zeit 
von Minuten 


25,5 


51,0 


78,0 


105 


133 


164 


192 


222 5 
259.5 


303,5 


381,5 


Maltose 
entstehen 


sollte an 


nu 


0,3021 


0,6042 


1,5105 


1,8125 
2.1146 
2.4167 
2.7188 


3,0209 


3,3230 


Entstandene 
Maltose in der 
betreff. Etappe 


nach 
Min. 


15 
25 


95 
19.5 


(= sz) 


0,2104 
0,2991 


0,1249 
0,2383 


0,0517 
0,1671 


0.0381 
0.2165 


0,0719 
0,2240 


0,0795 
0,2420 


0,1341 


0,0314 


0.2727 
0,1858 
0,1145 


0.0066 
0.2007 


0.0298 
0,0980 
0.1295 


k 


l , a 

oO 
t et. z 
(a = 0,302 09) 


0.03426 
8018 


2437 
8591 


2038 
2498 


2878 
3222 


2361 
2938 


1895 
3186 


2316 


1589 
3614 


1842 
1337 


640 
1142 


334 
269 
197 








<n 








244 V. Syniewski: Diastase. 1II. 


Aus dieser Tabelle ist nun ersichtlich, daB die Geschwindigkeit 
in den einzelnen Etappen (I. bis XI.) selbstverstandlich ebenfalls 
ansteigt, daB jedoch die Intensitét des Anstieges in den einzelnen 
Etappen immer geringer wird, um in der XI. fast auf Null zu sinken’), 
die Verzuckerung in dieser Etappe also beinahe der logarithmischen 
Formel entsprechend verliuft. In der XII. Etappe wird die Geschwin- 
digkeit mit der Zeit kleiner. 

Diese einleitende Untersuchung hat somit erwiesen, daB die 
Hoffnung, die mit einem reinen diastatischen Enzym verlaufende 
Hydrolyse der Starke, analog der Rohrzuckerhydrolyse unter Ver- 
mittlung der Saccharase, als monomolekular verlaufenden einfachen 
ProzeB deuten zu kénnen, triigerisch war. Er scheint viel komplizierter 
zu sein, so daB es einer ganzen Reihe vielfach abgeainderter Versuche 
bediirfen wird, um der richtigen von den vielen theoretisch denkbaren 
Ursachen dieser Kompliziertheit auf die Spur zu kommen. Dieser 
Aufgabe wird die weitere Arbeit gewidmet sein. 


1) Aus der Konstruktion der Teilkurven der Geschwindigkeit ist dies 
leicht zu ersehen. 
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Untersuchungen iiber elektrische Erscheinungen 
und lonendurchlissigkeit yon Membranen. 


V. Mitteilung: 


Die Eigenschaften der Membranen von amphoterem Charakter. 


Von 
Akiji Fujita. 
(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-Medizinischen Universitat 
zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 19. Mai 1925.) 


Das Gemeinsame derjenigen Membranen, welche in den friiheren 
Mitteilungen’) untersucht wurden, besteht darin, daB sie gegen wisserige 
Lésungen stets negativ elektrisch geladen sind. Die gemeinsame Deutung 
aller mitgeteilten Befunde konnte darin gefunden werden, daB die 
mittlere Wanderungsgeschwindigkeit der Anionen im Vergleich zu der 
der Kationen durch die Membran verringert wird. Es lag nahe, die 
Elektronegativitaét der Membran mit ihrer verzégernden Wirkung aut 
die Anionen in einen ursichlichen Zusammenhang zu bringen. Daraus 
entsteht die Frage, ob bei elektropositiven Membranen nicht eine 
Umkehrung der Wirkung eintritt. Membranen, welche stets elektro- 
positiv geladen sind, sind kaum zu finden*). Dagegen gibt es zahlreiche 
Membranen, welche je nach der Konzentration und Art der sie beriihren- 
den Elektrolytlésung bald positiv, bald negativ sind. Das sind Mem- 
branen von chemisch amphoterem Charakter, also besonders Membranen 
aus eiweiBartigen Kérpern. In dieser Beziehung liegen nun schon einige 
Untersuchungen aus dem Laboratorium von Héber*) vor, insbesondere 


1) Diese Zeitschr. (im Druck). 
2) L. Michaelis, Kolloid-Zeitschr. 31, 246, 1922, und zwar S&S. 249. 
3) Héber, Zeitschr. f. physik. Chem. 110, 142, 1924. 
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untersuchte Mond') die Eigenschaften von Gelatine und Filtern, 
welche hergestellt waren durch Zusammenpressen von festem Casein 
und Euglobulin. In diesen Arbeiten wird besonders fiir die Gelatine 
beschrieben, daB die Wirkung solcher Membran auf die Potential. 
differenz zweier durch sie getrennter Elektrolytlésungen umgekehrt ist, 
je nachdem man eine saure oder eine alkalische Gelatinegallerte nimmt. 
In der Deutung dieser Erscheinung, welche insbesondere von Héber?) 
erértert wird, sind die Autoren noch vorsichtig. Hdéber spricht nur 
von allgemeiner Wirkung der Kapillaritat und hebt hervor, daB keines- 
falls die Verteilungspotentiale zwischen zwei Phasen nach Nernst 
und Haber geeignet sind, die Erscheinung zu erkliren, wihrend Mond 
eine Deutung der Erscheinungen auf Grund der Phasengrenzkrafte 
fiir denkbar halt. Die Tatsachen sind physiologisch offenbar von 
gréBter Bedeutung, weil wir hier Membranen vor uns haben, deren 
Permeabilitat und elektrische Erscheinungen durch Anderung der 
aiuBeren Bedingungen von Grund auf geaindert werden kénnen. Wir 
diirfen vermuten, da8 die Aufklarung dieser Verhaltnisse fiir die Physio- 
logie von Nutzen sein wird, weil nach dem heutigen Stande unserer 
Kenntnisse*) die Variabilitat der Permeabilitét einer Membran unter 
dem EinfluB der auBeren Bedingungen von ausschlaggebender Be- 
deutung fiir die Zellphysiologie ist. ; 

In unseren friiheren Mitteilungen, welche sich mit den elektro- 
negativen Membranen beschaftigten, wurde folgende Erklarung fiir 
die Wirkung dieser Membranen versucht. Die Negativitat der Membran 
ist der Ausdruck dafiir, daB sie negative Ionen adsorbiert. Wenn 
nun in den Kanalchen einer negativen Membran sich eine Elektrolyt- 
lésung befindet, so miissen also die Anionen derselben zum Teil von 
der Wand der Kanilchen fixiert werden. Deshalb wird die durch- 
schnittliche Beweglichkeit der Anionen innerhalb der Kanalchen relativ 
zu der der Kationen herabgesetzt. Auf Grund dieser Annahme 
konnten alle von uns beobachteten Tatsachen betreffs der elektro- 
motorischen Effekte und der Diffusion von Elektrolyten erklart werden. 
In genauerer Weise wurde diese Theorie an anderer Stelle von 
Michaelis*) entwickelt. 


Wenn diese Vorstellungen zu Recht bestehen, dann miiBte man 
bei amphoteren Membranen erwarten, daB diese im isoelektrischen 
Punkte tiberhaupt keine Wirkung ausiiben, d. h. daB zwei Elektrolyt- 


1) Mond, Pfliigers Arch. 208, 247, 1924. 

*) Héber, Zeitschr. f. pnysik. Chem. 110, 142, 1924. 

5) Hamburger, Ergebn. d. Physiol. 28, 77, 1924. 

*) Michaelis, Journ. of general Physiol., Memorial Vol. for Jacques 
Loeb, 1925. 
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lésungen, welche durch eine isoelektrische Membran getrennt sind, 
denselben Potentialunterschied zeigen wie bei freier Beriihrung; da8 
die Membran, wenn sie negativ geladen ist, sich prinzipiell ebenso 
verhalten wird, wie wir es fiir Pergamentpapier oder Kollodium be- 
schrieben haben, d. h. daB die Beweglichkeit der Anionen relativ ver- 
mindert ist, und daB, wenn sie positiv geladen ist, die relative mittlere 
Beweglichkeit der Kationen vermindert ist. Dies soll in der folgenden 
Mitteilung gepriift werden. 


Die Membranen wurden in folgender Weise hergestelilt. Extraktions- 
hiilsen von Schleicher und Schiill wurden mit 30proz. Gelatine gut 
durchtrankt und an der Luft getrocknet. Diese Membranen wurden 
teils ohne weitere Vorbereitung benutzt, teils vor der weiteren Be- 
nutzung mit verschiedenen Mitteln gehirtet, um ihre Quellung im 
Wasser herabzusetzen'). Sie wurden zum Teil iiber Nacht in zehnfach 
verdiinntes Formalin oder in 2proz. Kaliumbichromat oder 1 proz. 
Gerbsaure eingelegt, dann mindestens ebensolange griindlich gewassert 
(bei Gerbsiure wurden vorher die entstandenen Niederschlige griindlich 
beseitigt) und dann fiir die Versuche benutzt. Andere Membranen 
wurden in derselben Weise aus EiereiweifB hergestellt. Die Filtrier- 
papierhiilsen wurden mit frischem Eierklar durchtrankt und im Dampf- 
kochtopf langsam zur Koagulation gebracht. Die meisten Versuche 
mit diesen Hiilsen beziehen sich auf die Messung der EMK zweier 
Lésungen eines Elektrolyten in verschiedenen Konzentrationen, welche 
durch diese Membranen getrennt wurden. Die Technik war dieselbe 
wie die bei der Pergamentmembran beschriebene*). Die Einstellung 
dieser Potentiale ist bei Eiereiwei®8 sehr schnell, meistens innerhalb 
einer halben Stunde, ausgenommen die Fille mit HCl und NaOH, 
wo es 1), bis 2 Stunden dauerte. Bei Gelatineketten stellte sie sich 
im allgemeinen langsamer ein, in den meisten Fillen aber innerhalb 
1 Stunde, bei manchen Fallen, wie z. B. bei HCl, NaOH, AICI, und 
Puffergemischen dauerte es 114 Stunde oder mehr. Solche Fille sind 
in den Protokollen (Tabelle Il) mit dem Zeichen * bezeichnet. Bei 
chromierter Gelatine stellte sich das Potential im allgemeinen schnell 
ein. Einige Beispiele fiir die Art der Einstellung des Potentials sind 
in Tabelle I gezeigt. In den folgenden Protokollen bezieht sich das 
Vorzeichen immer auf die verdiinntere Liésung. Tabelle II gibt die 
endgiiltigen Werte fiir verschiedene Membranen und Konzentrations- 
ketten. 


') Von den drei geharteten Gelatinearten ist die formolisierte am be- 
quemsten. Die tannierte quillt fast ebenso wie die gew6hnliche unbehandelte 


Gelatine. 
2) Fujita, diese Zeitschr., dritte Mitteilung 159, 370, 1925. 
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Tabelle 1. 








Zeitliche Schwankung des Potentials der Konzentrationsketten 
(0,1: 0,01 aquivalent-normal). 








Minuten Eiereiweif Formolisierte Gelatine 
nac — 
po. KCl MgCl, HC! | NaOH KCl AlCl, HCl NaOH 
0 3.0 — 130 | —125 36,5 13,5 —136 —185 —150 
5 3.8 —140 —200 30,0 15,0 —106 —265 —125 
10 42 — 15,0 | —210 27.0 16.0 —120 —305 —100 
15 42 — 15,8 | —19.0 24.0 16,8 — 13.6 —330 — 55 
20 41 — 160 —160 21.5 16,8 —-l40 —343 0 
30 4.0 —- 163 — 90 18.0 16.8 —156 —345 7.0 
40 40 — 163'— 30 12.0 _— —170 | —345 14.0 
60 40 — 16,3 7.0 4.0 — —190 —345 25.0 
80 — — 11,0 | 0.2 — — 20.3 — 32.5 
100 —- -- 12,0 | 0 --- — 20,6 — 34.5 
150 — ae 120 | —0,7 _ — — 34.5 
Minuten Tannierte Gelatine Chromierte Gelatine 
nach — —— _ — — - — 
Ansetzung KCl Licl HCl NaOH KCl CaCl, HCl NaOH 
0 7,2 8,0 — 74,7 33,3 7,0 —287 — 63 —10 
5 7,2 8.0 — 56,7 34,6 7.0 —28.7 — 7,2 6.0 
10 7,2 7,7 —463 340 7,0 —28.7 — 80 12,0 
15 72 70 |—410| 333 | 70 |—2987;|— 85! 165 
20 — 6.0 — 38,0 34,0 — = — 14,2 19.3 
30 7,2 5,0 — 36,7 34.0 —_ — 16.0 22.5 
40 — 4.0 — 37,2 34.0 7.0 —_— — 16.5 26.5 
60 —_— 3,0 —- 37,7 — -—- — 17,8 26.5 
80 — 13 — 37,2 - — — — 18,0 —_— 
100 — 13 _- _ — — — 183 — 
150 wn nn fe tie adh iii das wi 


und 





Uberblicken wir die Resultate (Tabellen LI Ill). so finden 
wir fast durchweg, daB das Potential der verdiinnteren Lésung deutlich 
positiver ist als bei freier Beriihrung ohne Membran. Z. B. ist dieses 
Potential bei formolisierter Gelatine und KCl (n/10:n/100) + 13 bis 
+17 Millivolt, bei tannierter Gelatine +7 bis + 8 Millivolt, bei chro- 
mierter Gelatine +-7 Millivolt, JiereiweiB +4 bis + 7 Millivolt, 
wahrend es bei freier Beriihrung = 0 ist. Bei NaCl ist es z. B. bei 
formolisierter Gelatine +11 bis + 16 Millivolt, wahrend es bei freier 
Beriihrung — 12 Millivolt ist, usw. Da in neutraler Lésung Gelatine 
und Eiwei® negativ geladen sind, so deckt sich der Befund mit der 
Erwartung auf Grund der Versuche der ebenfalls negativ geladenen 
Pergamentmembran. Auch bei Elektrolyten mit mehrwertigen An- 


bei 


ionen ist die diifnere Lésung in Gegenwart der Membran immer starker 
positiv als im Wasser, und diese Erscheinung ist sogar noch etwas 
starker ausgesprochen als bei den ein-einwertigen Salzen. Da die mehr- 
wertigen Anionen die Negativitat der Membran stark erhéhen, ist 
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Tabelle III. 


Aus den Mittelwerten von Tabelle Il berechneter positivierender Effekt 
der Membran auf die verdiinntere Lésung. 





EMK bei f Membraneffekt gegeniiber freier Diffusion, d.h. die Zunahme des 
Art der FN Potentials der verdiinnteren Lésung bei Gegenwart der Membran 
Elektrolyte (berechnet) as 





Eiereiweif Formol.Gelatine Tann. Gelatine Chrom. Gelatine 





KCI ae 47 144 8.1 7,4 
KBr — 106 5,16 16,86 8.36 9.36 
KJ — 084 2'34 18.04 734 9/34 
K,SO 134 5.0 22'2 10'8 14.6 
K,FeCy, 22°) — 02 16.2 8.6 15 
NaOH | —346 32'1 70,7 66.6 58,3 
Hc! 38 — 23,4 — 72] — 61,7 55 
Nacl | —116 5.1 22'5 10.9 12,2 
LiCl — 18'8 91 24°] 15,5 10.2 
MgCl, | —225 5.6 14:5 61 40 
CaCl, | —199 33 14 3/8 13 
Alcl, | —287 5.9 66 011 — 


*) Dieser Wert ist durch direkte Messung erhalten, da die Beweglichkeit der Ferricyanidionen 
uns nicht bekannt war. Siche Fujita, diese Zeitschr., dritte Mitteilung. 


diese Erscheinung im Sinne unserer Theorie verstindlich. So wird 
beispielsweise bei K,SO, das Potential der diinneren Lésung von 
+13 Millivolt bei freier Diffusion auf + 36 Millivolt bei Gegenwart 
der Membran verindert, bei Kaliumferricyanid von + 22 auf + 35 bis 
+ 43 Millivolt. Aber auch bei zweiwertigen Kationen ist der Sinn der 
Membranwirkung noch der gleiche. So wird bei CaCl, das Potential 
der diinneren Lésung von — 20 Millivolt durch die Membran auf — 8 
bis — 9 Millivolt bei formolisierter Gelatine geindert. Dagegen bei 
H-Ionen wird der Sinn der Erscheinung vollkommen umgekehrt. 
Hier wird das Potential der diinneren Lésung stark nach der negativen 
Seite verschoben. So wird z. B. bei HCl das Potential von + 38 Millivolt 
bei freier Diffusion fiir formolisierte Gelatine auf — 34 Millivolt ver- 
schoben, und ahnlich, wenn auch in geringerem MaBe bei den Membranen 
aus anderen Gelatinearten und EiweiB. Die Wirkung der dreiwertigen 
Kationen ist nicht so klar iiberblickbar. Bei AICI, ist der Effekt im 
allgemeinen klein. Bei tannierter und chromierter Gelatine fallt er 
vielleicht in die Fehlergrenzen und besteht, wenn iiberhaupt, jedenfalls 
nicht in einer Positivierung der verdiinnteren Lésung, sondern in einer 
schwach negativierenden Wirkung. Eine deutliche Umkehrung des 
Effekts ist also nur bei HCl zu beobachten, und die H-Ionen sind es 
ja auch gerade, welche am sichersten die Umladung der amphoteren 
Membran bewirken. 

Diese Versuche kénnen nach mancher Richtung nur als qualitativ 
betrachtet werden. Eine in gewisser Beziehung quantitative Frage 
soll durch die folgende Versuchsanordnung beantwortet werden. Wir 
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haben gesehen, dab besonders die H-lonen eine Umkehrung der Wirkung 
hervorrufen. Es soll nun die Frage beantwortet werden, bei welchem 
Py diese Umkehrung eintritt (Tabelle IV). Zu diesem Zwecke wurde 
ein Versuch mit Natriumacetatlésung gemacht, auf der einen Seite 
der Membran n/10, auf der anderen n/100, und hierzu wurde beider- 
seits eine bestimmte Menge Essigsiure hinzugegeben derartig, dab 
das py beiderseits praktisch gleich wurde, und diese Essigsiuremenge 
wurde in verschiedenen Versuchen variiert. Bei freier Beriihrung 
zweier Lésungen von Natriumacetat wird das Diffusionspotential durch 
den Zusatz von etwas Essigsiure nur sehr wenig geandert, denn die 
Konzentration der H-Ionen ist auf alle Fille verschwindend klein 
gegeniiber der der Na-lonen, und das Diffusionspotential bleibt daher 
praktisch dasselbe wie zwischen zwei reinen Natriumacetatlésungen, 
welches bei einem Konzentrationsverhaltnis n/10:n/100 + 6 Millivolt 
fiir die verdiinntere Lésung betrigt. Bei Gegenwart der amphoteren 
Membranen zeigte sich im Gegensatz hierzu, daB das Potential von 
der Menge der zugesetzten Essigsiure und daher vom'pg sehr stark 
abhingt. Bei einem pg von 4,7 ist das Potential fiir alle gehirteten 
Gelatinearten innerhalb der Fehlergrenzen dasselbe wie fiir die freie 
Diffusion (Tabelle V). Bei Natriumacetat ohne Essigsiure, also bei 
annahernd neutraler Reaktion, ist das Potential der diinneren Lésung 
fiir Gelatine in allen Fallen stark positiviert, ebenso wie bei der negativen 
Pergamentmembran. Bei py 4,0 ist dagegen das Potential der ver- 
diinnteren Lésung iiberall schon deutlich negativiert gegeniiber der 
freien Diffusion. Bei gewéhnlicher, nicht gehirteter Gelatine finden 
wir (Tabelle VI) bei py 4,7 ein Potential praktisch gleich 0, die diinnere 
Lésung ist daher um 7 Millivolt negativer als bei freier Diffusion. 
Bei pg 5,6 ist das Potential + 16,5 Millivolt, also schon 9 Millivolt 
positiver als bei freier Diffusion, und bei py 4,0 ist es — 8,7 Millivolt, 
also schon 15 Millivolt negativer als bei freier Diffusion. Der Umkehr- 
punkt scheint also zwischen py, 5,6 und 4,7 zu liegen, also nur ungefahr, 
aber nicht genau, im isoelektrischen Punkte der Gelatine, wie er ge- 
wohnlich angenommen wird, sondern ein wenig alkalischer. Nun hat 
Gerngross und Bach") beschrieben, daB es Gelatinesorten gibt, deren 
isoelektrischer Punkt etwas alkalischer als 4,7, namlich bei 5,05 liegt. 
Wir werden sogleich sehen, daB die von mir benutzte Gelatinesorte 
eben dieses Verhalten zeigt, und die Ubereinstimmung des isoelektrischen 
Punktes mit dym Umkehrpunkt der Membrahwirkung wird dann 
noch besser. 

Nun muB man aber beriicksichtigen, daB bei ungeharteter Gelatine 
die Beschaffenheit der Poren der Gallerte durch die Quellung stark 


1) Gerngross und Bach, diese Zeitschr. 148, 533, 1923. 
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!) Die Messungsmethode ist ganz gleich, wie ich in der friiheren Arbeit beschricben habe 
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beeinflubt wird und daB diese Quellung selbst vom p, abhingt. Hier- 
durch werden die Verhaltnisse etwas kompliziert. Aus diesem Grunde 
war die Untersuchung mit den geharteten, kaum quellungsfihigen 
Gelatinearten erwiinscht. Auch hier stimmt der Umkehrpunkt mit 
dem isoelektrischen Punkte iiberein, wenn wir annehmen, da® der 
isoelektrische Punkt der gehirteten Gelatine annihernd derselbe ist 
wie fiir gewéhnliche Gelatine. Uber den isoelektrischen Punkt der 
geharteten Gelatinearten ist mir aber nur eine Angabe von Gerngross 
und Bach!) bekannt. Diese fanden, daB der isoelektrische Punkt von 
Gelatine in Gegenwart von Formol ein wenig nach der sauren Seite 
verschoben wird. Aber erstens handelt es sich nur um einige Stellen 
der ersten Dezimale des py, welche fiir unsere sehr rohe Abstufung 
im py sich kaum bemerkbar machen wiirde, zweitens hatten Gerngross 
und Bach die Kataphoreseversuche mit einer Gelatinelésung bei Gegen- 
wart eines Uberschusses von Formaldehyd gemacht, wihrend ich mit 
einer formolisierten Gelatine arbeitete, welche griindlich ausgewissert 
war. Da der EinfluB des Formaldehyds auf den isoelektrischen Punkt 
wahrscheinlich wesentlich auf einer Bindung der Aminogruppen beruht, 
diese aber ein reversibler Vorgang ist und beim Auswissern zum gréBten 
Teil wieder riickgingig gemacht werden diirfte, so ist es méglich, dab 
der isoelektrische Punkt einer formolisierten und wieder gewisserten 
Gelatine dem der natiirlichen Gelatine noch ahnlicher ist als in den 
Versuchen von Gerngross und Bach. Fiir die auf andere Weise geharteten 
Gelatinearten sind uns Angaben iiber den isoelektrischen Punkt nicht 
bekannt. Ich stellte deshalb einige orientierende Versuche an, welche 
nur den Zweck haben sollen zu zeigen, daB die Anderung des isoelek- 
trischen Punktes der Gelatine durch die verschiedenen Gerbungs- 
verfahren jedenfalls sehr klein ist. Als Methode wiahlte ich die Be- 
stimmung des py-Optimums fiir die Alkoholfallung, welche von Wo. Pauli 
beschrieben ist. Zu diesem Zwecke muBte zunachst eine homogene 
Lésung der verschiedenen Gelatinearten hergestellt werden. Bei der 
tannierten Gelatine gelingt es verhiltnismaBig leicht, eine homogene 
Lésung in heiBem Wasser zu erhalten. Bei der chromierten gelingt es 
etwas schwerer, aber beim Kochen geht sie schlieBlich doch in Lésung. 
Bei der formolisierten Gelatine gelang es iiberhaupt nicht, eine Ver- 
quellung und Lésung herbeizufiihren. Ich beschriankte daher die Ver- 
suche auf die chromierte und tannierte Gelatine und stellte als Ver- 
gleichsversuch einen ebensolchen mit unvorbehandelter Gelatine her. Die 
Versuche wurden genau nach der Vorschrift des Praktikums der physika- 
lischen Chemie von Michaelis?) gemacht und ergaben folgendes Resultat. 


1) Gerngross und Bach, diese Zeitschr. 148, 533. 1923. 
*) Michaelis, Prakt. f. physik. Chem., 2. Aufl., 5. 66. Berlin 1922. 
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Tabelie VII. 
Bestimmung des pg-Optimums der Gelatine fiir Alkoholfallung. 
(Die py-Messungen beziehen sich auf die Lésungen vor Zusatz des Alkohols. ) 





Hiilse 1 Hiilse2 Hiilse3 Hiilse 4 Hiilse5 Hiilse6 Hiilse7 | Hiilse s 


n/10Na-Acetat.cem | 2 2 2 2 2 2 2 2 
n/l10Essigsiure,cem | 0,12 0,25 05 ] 2 —- -- 
n/l Essigséure, ccm — _ — _— —_ — Os 1,6 
Dest. Wasser, com | 3,88 3,75 3,5 3 2 0 3,2 24 
1. lproz. gewdéhnl. 
Gelatine,cem. 2 2 2 2 2 2 2 2 
Pa (elektrometr.) | 5,82 5,52 | 526 494 466 444 415 | 3,87 
abs. Alkohol,cem | 8 8 8 8 8 8 8 8 
Triibung nach 
30 Minuten . . _— — tH ttt) +t —_— _ _ 


2. Iproz. tannierte 
Gelatine,cem. | 2 2 2 2 2 y 2 
py (elektrometr.) 5,82 5,51 525 491 466 436 406 3,75 
abs. Alkohol,ecem | 8 8 Ss 8 S 8 
Triibung nach 30 


Minuten...) — | £ [++4+/++4+/+4+4+/ +) —- | - 
3. 1 proz.chromierte 
Gelatine,cem . | 2 2 2 2 2 2 2 2 
Py (elektrometr.) ~— -—— 5,23 493 464 _ _ _— 
abs.Alkohol,cem | 8 8 |8 |8 8 |8 |8 |8 


Triibung nach 30 
Minuten...) £ | + |+++/+++/+4++) +.) —| - 


Die py-Messungen in den Tabellen wurden elektrometrisch aus- 
gefiihrt und beziehen sich auf die fertig zusammengesetzten Gemische 
vor dem Zusatz des Alkohols. Als Fallungsoptimum fiir Alkohol zeigte 
sich sowohl bei gewéhnlicher Gelatine, wie bei tannierter und chromierter 
Gelatine als Optimum ein py von etwa 4,9, also ziemlich tibereinstimmend 
mit dem von Gerngross und Bach gefundenen isoelektrischen Punkte 
gewisser Gelatinesorten des Handels, wihrend der isoelektrische Punkt 
einer guten Gelatine in der Regel bei 4,7 liegt, wie Chiari) an Quellungs- 
versuchen, Michaelis und Grineff?) durch die Kataphorese fanden und 
von vielen Autoren, wie Jacques Loeb u.a., bestatigt worden ist. Es 
ist nicht die Absicht dieser Arbeit, eine genaue Bestimmung des iso- 
elektrischen Punktes anzustreben. Dies diirfte fiir die gegerbten Ge- 
latinearten mit groBen Schwierigkeiten verbunden sein. Aber selbst 
diese’ Versuche zeigen deutlich, da® der Einflu8 der Gerbung nur sehr 
klein ist. Der isoelektrische Punkt liegt auf jeden Fall in der Gegend 
von py 4,8 oder 4,9, und diese Feststellung geniigt fiir die Zwecke 
dieser Arbeit. 


') Chiari, diese Zeitschr. 23, 167, 1911. 
2) Michaelis und Grineff, ebendaselbst 41, 374, 1912. 
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Wenn wir nun zu den Membranversuchen zuriickkehren, so kénnen 
wir sagen, daB im groBen und ganzen der isoelektrische Punkt der 
Membran den Umkehrpunkt fiir die Membranwirkung darstellt. Die 
Natriumacetatkonzentrationskette hat bei Gegenwart der Membran 
im isoelektrischen Punkte dieselbe Potentialdifferenz wie ohne Membran. 
Wird die Reaktion saurer, so wird das Potential negativer fiir die 
verdiinntere Lésung, wird es alkalischer, so wird es positiver als bei 
freier Berithrung der Lésungen. 

Die in dieser Arbeit beschriebenen Membranen unterscheiden sich 
von denen in den friiheren Mitteilungen untersuchten durch ihre 
gallertige Beschaffenheit. Man kénnte daher den Einwand machen, 
daB die Abweichung der Resultate von denen mit Kollodium usw. 
auf diese Beschaffenheit der Membran zuriickzufiihren ist und nicht 
auf die amphotere Natur derselben. Diesen Einwand kann man leicht 
priifen, indem man eine ebenfalls gallertige, aber nicht amphotere 
Membran untersucht. Diese beiden Eigenschaften finden sich ver- 
einigt in einer Membran aus Agar. Dieses kann im allgemeinen als 
ein elektronegatives Kolloid aufgefaBt werden. Gyemant') fand durch 
Kataphoreseversuche, daB Agar gegeniiber wisserigen Lésungen 
elektronegativ ist. Die Ladung wurde durch mehrwertige Kationen 
vermindert, aber nicht umgedreht. In n/1000 Salzsaure fand sich immer 
noch eine deutliche negative Ladung; héhere HCl-Konzentrationen 
wurden von ihm nicht untersucht. Es ist wohl anzunehmen, daB in 
héheren Konzentrationen HCl noch starker entladend wirkt, jedoch 
liegen keine Anhaltspunkte dafiir vor, daB eine Umkehrung der Ladung 
eintritt. Kruyt und Jong*) beschrieben einige Kataphoreseversuche 
mit Agar, aus denen hervorgeht, daB Agar selbst bei Anwesenheit 
des dreiwertigen Luteokobaltchlorid negativ bleibt, wenn auch mit 
steigender Konzentration des Salzes immer weniger. Im iibrigen haben 
Kruyt und Jong in ihrer Arbeit tiber die Viskositat des Agars wahr- 
scheinlich gemacht, daB Agar immer negativ ist und durch Elektrolyte 
im besten Falle entladen wird. Auf jeden Fall ist der Unterschied 
des elektrischen Verhaltens zwischen Agar und Gelatine leicht erkennbar. 
Bei Gelatine kann mit Leichtigkeit ein isoelektrischer Punkt mit den 
verschiedensten Methoden nachgewiesen werden, fiir Agar ist bisher 
noch keine Bedingung gefunden worden, unter welcher diese Substanz 
elektropositiv auftritt. Wenn aber Agar immer elektronegativ ist, 
so ware auf Grund der entwickelten Vorstellungen zu erwarten, dab 
der Effekt einer Agarmembran auf ein Diffusionspotential immer 
nur in einer Positivierung der verdiinnteren Lésung im Vergleich zu 


1) A. Gyemant, Kolloid-Zeitschr. 28, 103, 1921. 
*) Kruyt und Jong, Zeitschr. f. physik. Chem. 100, 250, 1922. 
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dem Potential bei freier Beriihrung der beiden Lésungen bestehen kann 
Der Versuch bestatigt diese Erwartung. 

Die Hiilsen wurden in derselben Weise wie die anderen hergestellt, 
indem Extraktionshiilsen mit einer heiBen 3proz. Agarlésung durch- 
trinkt und nach der Erstarrung fiir die Versuche benutzt worden 


Die Resultate sind in der Tabelle VIII zusammengestellt. 


Tabelle VIII. 
Konzentrationskette (0,1: 0,01 n) mit Agarhiilse. 


Der Effekt 





Membranpotential in Millivolt 


Diffusionspoten- 
Membran- 


Art der " . . tial bei treier 
Elektrolyte  Hiilse 1 | Hiilse 2. Hillse 3. Hiilse 4, Mittel qaiftusion || effekt 
KCl Hr . — 28 — 04 3,2 
KBr _- 4, 2.8 28 3,2 — 1,06 4,26 
KJ 26; 33) — 3.4 31, —084 394 
K,s0, | 198) — a 20,2 13,4 68 
K,FeCy, 225 248 — 248 240 221) 20 
NaOH — 239 183 —236 —225 —218| —346 12,8 
HCl 372 342 37.0 ~ 35,3 38[36%))  -2,7 (-0,7) 
Nacl — fy /— 42) — — “et” fis 6,2 
Lica |—102/ — |—101/—13/—105/| —188 83 
MgCl, |—175|—165| — —' |—170| —s25 5.5 
cm, | at me — |—1047|—10)] —199 49 
Alc], | — |—186' —185 —19,5 | —188 |- 28,7 [- 25%] 9,9 (6,2) 





1) Dieser Wert ist durch direkte Messung erhalten. 

2) Der eingeklammerte Wert ist der bei unserer Versuchsanordnung zur Messung der freien 
Diffusionspotentiale wirklich gefundene Wert (siche die dritte Mitteilung). Dementsprechend ist 
der eingeklammerte Ausdruck der letzten Spalte als der zutreffendere zu betrachten. 


ist in den meisten Fillen nur klein und besteht in einer Positivierung 
der verdiinnteren Lésung gegeniiber dem Effekt bei freier Beriihrung. 
Die GréBe dieser Positivierung ist in der letzten Spalte notiert und 
betrigt bei den meisten Salzen nur etwa 4 bis 8 Millivolt, etwas gréBer, 
aber nicht sehr gut reproduzierbar ist der Effekt mit der Kette mit 
NaOH, wo die Negativitat der Membran zweifellos erhéht wird. Die 
Kette mit HCl scheint gar keinen Membraneffekt zu geben. Es ist 


anzunehmen, da® das Ausbleiben eines Membraneffekts bei HCl auf 
die entladende Wirkung auf die Membran zuriickzufiihren ist. Man 
vergleiche den groBen umkehrenden Effekt der HCl-Kette bei der 
Gelatinemembran (Tabelle III), welcher je nach der Art der Gelatine 
55 bis 75 Millivolt betrug, und bei der EiweiBmembran, bei der er 
23 Millivolt betrug. Man sieht also deutlich, daB bei Agar die Membran- 
wirkung durch HCl soeben aufgehoben wird, daB aber eine Umkehrung 
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nicht mit Sicherheit festzustellen ist. Dieser Befund stiitzt die An- 
nahme, daB die vorher beschriebene Umkehrbarkeit der Membran- 
wirkung bei EiweiB und Gelatine der amphoteren Natur dieser Stoffe 
zuzuschreiben ist. 


Zusammenfassung. 

Wenn man zwei verschieden konzentrierte Lésungen eines Elektro- 
lyten durch eine Membran von Eiweif oder Gelatine trennt, so ist 
der Potentialunterschied der Lésungen der g'eiche wie bei der freien 
Bertihrung der Lésungen nur, wenn die Gelatine isoelektrisch ist. 
Ist die Gelatine negativ geladen, so ist die diinnere Lésung positiver 
als bei freier Beriihrung. Ist sie positiv geladen, so ist die diinnere 
Lésung negativer als bei freier Berithrung. Bei Agarmembranen ist 
die diinnere Lésung immer ein wenig positiver als bei freier Beriihrung, 
nur bei der HCl-Kette verschwindet der Einflu8 der Membran iiberhaupt 











Untersuchungen iiber elektrische Erscheinungen und 
Ionendurchlassigkeit von Membranen. 


VI. Mitteilung: 
Membranen aus Paraffin, Wachs, Mastix, Kautsechuk. 


Von 
L. Michaelis und Sh. Dokan. 


(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-medizinischen Universitit 
zu Nagoya, Japan.) 


(Eingegangen am 28. Mai 1925.) 


Im AnschluB an die vorangegangenen Mitteilungen’) iiber die 
Eigenschaften einiger Membranen sollen in dieser Mitteilung die Eigen- 
schaften einiger neuer Membranen beschrieben werden, und zwar 
handelt es sich um Membranen von chemisch méglichst indifferentem 
Charakter, Paraffin, Wachs, Mastix, Kautschuk. Von den Méglich- 
keiten, solche Membranen in einer unseren Zwecken entsprechenden 
Weise herzustellen, beschreiben wir nur diejenige, die sich schlieBlich 
am besten bewahrt hat. Wir benutzen ein zylindrisches, beiderseits 
offenes GlasgefiB. Der eine Rand ist etwas wulstig verbreitert und 
eben abgeschliffen. Durch drei passend an der AuBenwand an- 
geschmolzene GlasfiiBe wird bewirkt, daB man den Zylinder auf eine 
Unterlage stellen kann, ohne da®B der untere abgeschliffene Rand 
dieselbe beriihrt. Diese untere Offnung wird durch die Membran ab- 
geschlossen. Die Herstellung der Membran geschieht z. B. beim Paraffin 
auf folgende Weise. Eine runde Scheibe Filtrierpapier wird erst in 
absolutem Alkohol, dann in Ather gewaschen, getrocknet und in heiBes 
geschmolzenes Paraffin einige Zeit eingelegt, aus dem Paraffin heraus- 
gehoben, auf den Rand des Zylinders aufgelegt, und der Rand nach- 
triglich nochmals mit Paraffin gedichtet. Die Membranen aus Wachs 
wurden genau ebenso hergestellt. Zur Herstellung von Membranen 
aus Mastix wurde das Filtrierpapier mit Alkohol und Ather behandelt, 
eine Stunde lang in eine atherische Mastixlésung (20proz.) versenkt, 


1) Diese Zeitschr. 158, 11; 158, 28; 159, 370; 161, 47; 162, 245, 1925. 
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herausgehoben, auf die Offnung des Glaszylinders aufgedeckt, der 
Rand nochmals gedichtet und einen Tag lang an der Luft getrocknet. 
Fiir Kautschuk wurde ganz entsprechend eine Lésung in Benzin benutzt. 
Die so hergestellten Membranen schlieBen voéllig wasserdicht, wenigstens 
tropft aus ihnen in beliebig langer Zeit kein einziger Tropfen aus, wenn 
man sie nur innen mit Wasser fillt. Wir werden jedoch sehen, daB sie 
nicht absolut undurchlassig sind, wenn man sie nicht nur innen fiillt, 
sondern auch von auBen mit einer wisserigen Lésung umgibt. In 
diesem Falle tritt, wenn auch langsam, eine Diffusion geléster Stoffe 
durch die Membran ein. Die meisten unserer Versuche beziehen sich 
auf die Potentialdifferenz zweier Elektrolytlésungen, welche durch 
diese Membran getrennt sind. Das Potential wurde mit Hilfe der in 
der friiheren Mitteilung') beschriebenen Agarheber zu zwei Kalomel- 
elektroden abgeleitet und mit dem Kompensationsverfahren gemessen, 
mit dem Kapillarelektrometer als Nullinstrument. 


Zunichst ist es auffillig, daB es tiberhaupt so leicht gelingt, mit 
dieser bei hohen Widerstaénden versagenden Methode Potential- 
differenzen zu beiden Seiten einer Membran zu messen, deren Substanz 
zu den besten Isolatoren gehért. Die Methode setzt eine nicht unbe- 
trichtliche Leitfihigkeit des Systems voraus, und diese ist;z. B. durch 
eine fast 1 mm dicke Paraffinschicht ganz undenkbar. Es ist offenbar, 
daB nicht die Substanz der Membran, sondern feine Liicken in derselben 
die Leitfahigkeit vermitteln. Man wird sich vorstellen miissen, dab 
beim Erstarren der geschmolzenen oder beim Trocknen der gelésten 
Substanzen eine Schrumpfung eintritt, welche feinste kapillare Poren 
erzeugt. Diese schlieBen zwar infolge der Kapillaritét wasserdicht, 
wenn auBen Luft ist, zumal diese Substanzen sich nicht gut mit Wasser 
benetzen. Aber wenn beiderseits sich eine wisserige Lésung befindet, 
tritt eine langsame Diffusion ein. Wir kénnen bei dem Stoffaustausch 
durch Membranen hindurch zwei Mechanismen unterscheiden. Ent- 
weder vermittelt die Substanz der Membran selbst den Austausch, 
indem sie als Lésungsmittel fiir den diffundierenden Stoff dient, oder 
es sind die Liicken in der Membran, durch welche die Diffusion stattfindet. 
Beide Mechanismen kénnen gleichzeitig vorkommen, indem fiir die eine 
Substanz die Membran als Lésungsmittel, fiir die andere als Kapillar- 
sieb fungiert. Die Mosaiktheorie der Zellmembran von Nathanson rechnet 
mit dieser doppelten Méglichkeit. Fiir das grundlegende Studium der 
Membranwirkungen ist es erforderlich, diese beiden Effekte gesondert 
zu untersuchen, und unsere Membranen zeichnen sich dadurch aus, 
daB sie eine reine kapillare Siebwirkung gegeniiber wasserigen Lésungen 
haben, zumal bei den von uns angewendeten anorganischen Elektro- 


1) Diese Zeitschr. 159, 370, 1925. 














260 L. Michaelis u. Sh. Dokan: 


lyten, welche ganz gewib in Paraffin und dergleichen im strengsten 
Sinne des Wortes unléslich sind. Es ist fiir das Verstindnis dieser 
Membranwirkung wichtig, daB die weiter unten zu_ beschreibenden 
elektromotorischen Effekte zwischen Elektrolytlésungen sich sogar 
oft ungeschwicht bei solchen Membranen zeigten, welche als nicht 
véllig gelungen erscheinen, weil sie sich nach langerer Priifung als 
nicht streng wasserdicht erwiesen. Aber selbst wirklich wasserdichte 
Membranen gestatten, wie gesagt, den Durchtritt geléster Substanzen, 
wenn beide Seiten mit Flissigkeit in Berithrung sind. Wenn man 
z. B. auf der einen Seite reines Wasser, auf der anderen eine n/10 Lésung 
von Traubenzucker, Harnstoff, KCl, HCl hat, so kann man meist 
in weniger als einer Stunde den Durchtritt einer Spur der gelésten 
Substanz schon nachweisen (Tabelle I). Man beachte den Unterschied 


Tabelle I. 


Membranen aus verschiedenen Substanzen werden einerseits mit reinem 
Wasser, andererseits mit einer m/10 Lésung der in der linken Spalte ge- 
nannten Stoffe in Beriihrung gebracht und Proben des destillierten Wassers 
in Abstiéinden von anfinglich 5, spiter 10 Minuten qualitativ auf den 
Durchtritt der gelésten Substanz gepriift. Die in den Tabellen angegebenen 
Zahlen geben die Zeit in Minuten an, nach welcher die qualitative Priifung 
zum erstenmal positiv ausfiel. A und B sind Parallelversuche mit ver- 
schiedenen Exemplaren der Membranen. Probe auf HC]: Methylorange; 
KC!: Ag N O,; Harnstoff: Bromlauge; Traubenzucker: mit Lauge verdiinnte 
Fehlingsche Lésung. 





Paraffin Wachs Mastix Kautschuk 
A sia B A B A B 
BE iS atte we hy 5 10 15 15 5 5 10 5 
See 60 90 110 130 40 50 130 160 
Pee,» ct co 0 40 40 40 40 20 40 40 90 


Traubenzucker .. 50 80 140 140 30 50 50 80 


gegen die friiher von L. Michaelis und A. Fujita beschriebene Membran 
aus getrocknetem Kollodium'). Dieses laBt gegen reines Wasser mit 
Ausnahme von KOH keinerlei Elektrolyte diffundieren. Sie labt 
aber Kationen diffundieren, wenn zu beiden Seiten der Membran sich 
Elektrolyte mit verschiedenen Kationen befinden. Sie laBt aber niemals 
irgendwelche Anionen diffundieren. Die Undurchlassigkeit fiir Elektro- 
lyte beruht nur auf der Unducchlissigkeit fiir Anionen. Sobald die 
Bedingungen so eingerichtet sind, daB Kationen diffundieren kénnen, 
ohne daB sich gleichzeitig Anionen zu bewegen brauchen, wird ihre 
Durchlassigkeit fiir Kationen offenbar. Dementsprechend hat eine 
Konzentrationskette mit der Kollodiummembran dieselbe elektro- 





1) Diese Zeitschr. 161, 47, 1925. 
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motorische Kraft wie eine Konzentrationskette mit metallischen Elek- 
troden, welche fiir die betreffende Kationenart reversibel funktioniert 
und kein Diffusionspotential hat. Bei den jetzigen Membranen aus 
Paraffin usw. ist eine Durchlassigkeit fiir Kationen und Anionen gleich- 
zeitig vorhanden, und daher sind auch bei Konzentrationsketten so 
hohe elektromotorische Krafte nicht zu erwarten. Dagegen bleibt 
noch die Méglichkeit bestehen, daB die Durchlassigkeit fiir verschiedene 
Stoffe relativ quantitativ geandert ist, und daB z. B. die relative Be- 
weglichkeit eines Anions im Vergleich zu der des zugehérigen Kations 
innerhalb der kapillaren Spalten verschieden ist von der bei freier 
Diffusion. Dies miiBte sich darin auBern, dab das Diffusionspotential 
nach Einschaltung der Membran verschieden von dem bei freier Be- 
ribrung ist. Die einfachste Methode, um die Wirkung der Kapillaritat 
zu erkennen, ist daher die Messung des Diffusionspotentials von zwei 
Lésungen des gleichen Elektrolyten in verschiedener Konzentration, 
einmal mit und cinmal ohne Membran. 

Die Potentiale solcher Konzentrationsketten mit unseren Mem- 
branen sind etwa innerhalb 2 Millivolt reproduzierbar. Die Einstellung 
des Potentials erfordert verschieden lange Zeit, aber kaum jemals 
mehr als eine Stunde, wenn die Membran nicht allzu dick ist. Bei 
Paraffin und Wachs sind kaum irgendwelche individuellen Unter- 
schiede bei verschiedenen Exemplaren vorhanden. Bei Mastix und 
Gummi sind die individuellen, nur quantitativen Unterschiede etwas 
gréBer, aber fiir jedes Exemplar bleiben die Eigenschaften konstant. 
Der Wert fiir eine gewisse Elektrolytanordnung ist innerhalb etwa 
2 Millivolt immer wieder reproduzierbar, auch wenn man die Membran 
inzwischen fiir verschiedene andere Elektrolyte benutzt hat, wenn man 
nur die Membran wenigstens ebensolange Zeit vorher mit destilliertem 
Wasser auswiischt, wie es im vorangehenden Versuch zur Einstellung 
des Potentials erforderlich war. Fiir Paraffin gilt dies unter allen 
Umstanden. Fiir die drei anderen Stoffe muB man allerdings die Be- 
nutzung von KOH ausschlieBen, welches aus leicht begreiflichen 
Griinden diese Membranen allmahlich verindern. Bei den folgenden 
Versuchen wurde iiberall der Potentialunterschied zwischen einer 
0,1 und 0,01 aquivalentnormalen Lésung des genannten Elektrolyten 
gemessen. Zur Vermeidang individueller Einiliisse der Membranen 
wurde die in den Protokollen (Tabelle II) notierte Messung fiir die 
Chloride verschiedener Kationen samtlich mit einer einzigen Membran 
und die fiir die K-Salze verschiedener Anionen mit einer einzigen 
zweiten Membran ausgefiihrt. Der Versuch mit KC) ist in beiden 
Reihen gemeinschaftlich. An ihm sieht man iibrigens, daf fiir diese 
beiden Membranen der individuelle Wert nicht nur bei Paraffin, sondern 
auch bei den anderen Substanzen praktisch derselbe ist, wenn die 
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beiden Membranen unter fast gleichen Bedingungen hergestellt sind. 
Die Zahlen geben das Potential in Millivolt an, das Vorzeichen bezogen 
auf die verdiinntere Lésung. Die eingeklammerten Zahlen geben den 
Unterschied gegen das Diffusionspotential bei freier Beriihrung ohne 
Membran. Dieses freie Diffusionspotential ist das in der friiheren 
Mitteilung') direkt gemessene. Es stimmt befriedigend iiberein mit 
dem auf iibliche Weise berechneten, wie an friiherer Stelle gezeigt 
wurde. Betrachten wir nun zunichst die Salze aus zwei einwertigen 
Ionen, so ist bei ihnen der Membraneffekt unter sich recht gleichartig. 
Den kleinsten Effekt gibt immer Paraffin. Das Potential der ver- 
diinnteren Lésung ist stets positiver als bei freier Diffusion, und zwar 
um folgenden Wert in Millivolt bei: 





Tabelle III. 
Paraffin Wachs | Mastix | Kautschuk 
Fiir Salze mit nur einwertigen Ionen: 

ll 20 25 | 21—29 
mit zweiwertigen Kationen u. einwertigen Anionen : 
6 8 } 12 9 
mit dreiwertigem Kation: 

5—!] | 0 0 0 
mit vierwertigem Kation: 
0 0 | —116(!) | —6 


Der positivierende Effekt der Membran nimmt also deutlich mit 
zunehmender Wertigkeit des Kations ab. Bei den dreiwertigen Kationen 
ist der Effekt bei allen Membranen praktisch = 0, bei dem vierwertigen 
Thoium gilt fiir Paraffin und Wachs innerhalb der Fehlergrenzen 
wohl dasselbe, wihrend er bei anderen Membranen, besonders bei 
Mastix, in einen stark negativierenden Effekt umschligt. Variieren 
wir die Anionen in Form ihrer K-Salze, so ist zwischen den verschiedenen 
einwertigen Anionen kein groBer Unterschied. Die beiden untersuchten 
zweiwertigen Anionenarten SO, und C,04 scheinen sich etwas ver- 
schieden voneinander zu verhalten, groB ist der Unterschied gegen die 
einwertigen Anionen jedenfalls nicht. Das dreiwertige Ferricyanid 
hat in allen Fillen einen etwas kleineren positivierenden Effekt. KOH 
verhalt sich bei Paraffin nicht anders als andere ein-einwertige Elektro- 
lyte. Auf die Messungen mit KOH bei den anderen Membranen kénnen 
wir aus den oben erwahnten Griinden kein groBes Gewicht legen. 
Eine besondere Besprechung erfordert HCl, welches wir in der letzten 
UbersichtstabelJe III nicht aufgenommen haben. Hier sind die Membran- 


1) A. Fujita, diese Zeitschr. 169, 370, 1925 (III. Mitteilung dieser Serie), 
18* 
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effekte namlich durchweg am kleinsten, meist ist gar kein sicherer 
Effekt der Membran zu bemerken. Nur bei Mastix besteht noch ein 
wenig positivierender Effekt von etwa 6 Millivolt, welcher zwischen 
dem der zweiwertigen und der dreiwertigen Kationen liegt. 

Bei den Ketten mit amphoteren Membranen aus Gelatine oder 
EiweiB war es gelungen, den Membraneffekt der Natriumacetatkette 
umzukehren, wenn man durch Zusatz von Essigsiure das py variierte'). 
Zur Bestaitigung der Annahme, daB diese Erscheinung einen inneren 
Zusammenhang habe mit der amphoteren Natur der Membran, war 
es von Bedeutung sich zu iiberzeugen, dab diese Umkehrung bei den 
Membranen dieser Mitteilung nicht stattfindet. Zu diesem Zwecke 
wurde mit der Mastixmembran eine Konzentrationskette mit n/10 
und n/100 Na-Acetat angesetzt, indem zu beiden Lésungen eine be- 
stimmte Menge Essigsaure hinzugefiigt wurde, welche in beiden Lésungen 
das gleiche pg erzeugte. In der ersten Spalte der naichsten Tabelle IV 





Tabelle IV. 

Mastixmembran, Natriumacetat n/10:n/100. 
Esssigsaure Potential 
NarAcetat. PH =. 

0 . 

i etwa 8 + 22.5 
47 + 218 
4 | 

i 41 + 21,7 
- | 3,05 | 23.7 


ist das molare Verhiltnis von Essigsiure zu Natriumacetat angegeben, 
in der zweiten das danach angenihert berechnete py, und in der dritten 
Spalte das Potential der verdiinnteren Lésung bei Anwesenheit der 
Mastixmembran. Wie man sieht, wird dieses Potential in dem experi- 
mentell zuganglichen py- Bereich von 8 bis 3 nicht geindert, der Membran- 
effekt ist also wenigstens in diesem Bereich unabhingig vom py. Dab 
das freie Diffusionspotential des Natriumacetats (+ 6 Millivolt) durch 
Zusatz dieser Essigsiuremengen nicht meBSbar beeinflubt wird, ist 
in der vorigen Mitteilung schon bewiesen worden. Der Unterschied 
dieser Resultate gegen die friiher beschriebenen bei Gelatine und EiweiB 
ist ganz auffallig. Da wir den Effekt der Membran mit ihrer negativen 
Ladung in Zusammenhang bringen, und da nachweislich die Negativitat 


1) Fujita, diese Zeitschr. 162, 245, 1925. 
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des Mastix zwischen py, 8 und 3 sehr bedeutend verringert wird’), 
so hatte man sogar erwarten diirfen, daB der Membraneffekt des Mastix 
durch Erhéhung der Aciditit wenigstens geschwicht wiirde. Der 
Versuch zeigt aber nichts davon. 

Das Gesamtresultat ist, daB Membranen aus Paraffin, Wachs, 
Mastix und Kautschuk im allgemeinen einen positivierenden Einflu8 
auf die verdiinntere Lésung einer Diffusionskette haben. Sind mehr- 
wertige lonen zugegen, so ist dieser positivierende Effekt im allgemeinen 
kleiner als bei nur einwertigen lonen, besonders wenn die Kationen 
mehrwertig sind. Ist das Kation das H-lon oder ein drei- oder vier- 
wertiges Kation, so wird der Effekt der Membran meist bis auf 0 herab- 
gedriickt. Eine Umkehrung des Effekts, d. h. eine Negativierung 
der verdiinnteren Lésung im Vergleich zur freien Diffusion, wurde 
mit Sicherheit nur bei der Mastixkette mit Thorium beobachtet. 


1) L. Michaelis und A. Domboviceanu, Kolloid-Zeitschr. 84, 322, 1924, 











Uber den Einflu6 verschiedener Priparate der Chiningruppe 
auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


IV. Mitteilung?): 
Uber den Einflu® der Chininsalze auf das Magenpepsin®). 


Von 


J. A. Smorodinzew und C. 8. Lemberg. 


(Aus der chemotherapeutischen Abteilung des Tropeninstituts des Volks- 
kommissariats fiir Gesundheitswesen in Moskau.) 


(Eingegangen am 9. Juli 1925.) 


In der Fachliteratur finden sich widersprechende Angaben iiber 
den EinfluB des Chinins auf das Pepsin. 


Nach Chittenden und Alen*), Fujitani*) und Ascher*) verlangsamen 
sowohl salzsaures (1 proz.), besonders aber schwefelsaures Chinin (0,01- bis 
lproz.) die Verdauung von Fibrin, Ricin und Hiihnereiwei8. Wolberg*) 
beobachtete, im Gegensatze hierzu, eine geringe beschleunigende Wirkung 
kleiner Dosen von schwefelsaurem Chinin (0,006- bis 0,031 proz.) bei der 
Verdauung des Fibrins. Er behauptet, daB die Beschleunigung des Pro- 
zesses umgekehrt proportional der angewandten Chininmenge sei. Auf 
Grund dessen kinnte man annehmen, da das Salz in groBen Dosen eine 
hemmende Wirkung ausiibt. Nach seiner Meinung findet dies auch statt 
bei Kranken, die mit Chinin behandelt werden. Nach Laqueur"’) ist eine 
Beschleunigung deutlich bemerkbar in den Grenzen von 0,001- bis 0,6proz. 


1) IIT. Mitteilung, Smorodinzew und Danilow, diese Zeitschr. 161, 178, 
1925. 

*) Referiert auf der Konferenz des Tropeninstituts. 

8) R. H. Chittenden und 8S. E. Allen, Trans. of the Connecticut Academy 
of arts and sciences 7, I, 8. 106, 1886; Malys Jahrb. 15, 277, 1886. 

*) J. v. Fujitani, Arch. intern. pharmacodyn. 14, 22, 1905. 

5) M. Ascher, Arch. f. Verdauungskrankh. 14, 629, 1908. 

*) L. Wolberg, Pfliigers Arch. 22, 291, 1880. 

7) EB. Laqueur, Arch. f. exper. Pathol. 55, 240, 1906. 
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Chinin im Gemisch, und sogar 1,5proz, Chinin verhindert die Verdauung 
nicht. 

Eine gleiche Wirkung des Chinins beobachtete Laqueur bei der Ver- 
dauung von Hiihnereiwei8 wie auch bei Fibrin. Er glaubt die hemmende 
Wirkung bei den Versuchen anderer Forscher dem Schwefelsiureion zu- 
schreiben zu miissen, obgleich bei einer groBen Zah! (30 Proz.) seiner eigenen 
Versuche salzsaures Chinin gleichfalls die Verdauung verzigerte oder aber 
ganz wirkungslos war. Nach den Beobachtungen von Boeck") und Petit*) 
iibt das Chinin keinerlei Einflu8 auf das Pepsin aus (Boeck arbeitete mit 
Hiihnereiwei8, Petit mit Fibrin). 


Indem wir annahmen, daB obige Widerspriiche am einfachsten 
durch die Verschiedenheit der Substrate der verschiedenen Forscher 
zu erklaren seien, wahlten wir zu unseren eigenen Versuchen zu Anfang 
die Caseinmethode*) von Gross‘), auch priiften wir verschiedene Salze 
des Chinins, um den EinfluB der mit dem Alkaloid verbundenen Saure 
beobachten zu kénnen. 


Beim Studium der Einwirkung irgend einer Substanz auf Fermente 
ist es notwendig, den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf 
den ProzeB auszuschlieBen. Weil Chinin die Elektroden vergiftet®) 
und mit Indikatoren falsche Resultate gibt®), ferner weil die py-Skala 
der Methode ohne Puffer oberhalb des Wirkungsgebiets des Pepsins 
bei der Methode von Gross anfingt, so bietet die Bestimmung des py 
in diesem Falle groBe Schwierigkeiten. Wir bestimmten elektro- 
metrisch die Wasserstoffionenkonzentration in der Caseinlésung, in dem 
verdiinnten Magensaft und in ihrer Mischung vor und nach der Ver- 
dauung, ohne Zugabe von Chinin. Ferner tiberzeugten wir uns, dab 
Methylviolett dieselben Anzeichen gibt vor und nach der Verdauung, 
mit und ohne Chininzusatz (Tabelle I). 


Diese Beobachtungen erlauben die Annahme, daB das pg bei der 
Caseinverdauung nach Gross sich nicht merklich andert und das py, 
daher im gegebenen Falle keine Rolle spielt. Chinin kann in schwach 
saurer Lésung keine Wirkung ausiiben wegen des Uberschusses , an 
Saure, da die hemmende Wirkung des Chinins auf fermentative Pro- 


1) H. Boeck, Zeitschr. f. Biolog. 7, 418, 1871. 

2) A. Petit, Etudes sur les ferments digestifs; Maly Jahresber, f. Tierch. 
10, 308, 1881. 

3) Leider miissen wir bemerken, da8 die Caseinpraparate der Firma 
Kahlbaum, die wir nach dem Kriege erhalten haben, fiir unsere Versuche 
untauglich waren. Wir benutzten das Casein, das L. K. Smorodinzew vor- 
bereitet hatte, wofiir wir ihr hier unseren Dank aussprechen. 

*) O. Gross, Berl. klin. Wochenschr. 45, 643, 1908; J. A. Smorodinzew, 
Die Fermente des Pflanzen- und Tierreichs 8, 102, 1922 (russisch). 

5) L. Michaelis, diese Zeitschr. 106, 83,; 109, 165, 1920. 

*) Derselbe, Practicum physik. Chem, 39. Berlin 1922. 
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Tabelle I. 
l 
‘| Substrat | = —«(|Pae if elektrom Aspect Ditterens 

1/1 prom. Caseinideung .. . .||03471| 1,10, 109 | —00l, 
2 || Natiirlicher Magensaft. 1:32 04416 2,74, | 286, | +0,11, 
3 || Kiinstlicher Magensaft 1:8. 0,4403 2,71, | 2,86, + 0,14, 
4 ||10ccm Casein + lecm ver- } 

diinnten Magensafts+ 1 ccm 

RRR e- grnaepGadenges 0,3457 108, | 1,12, | + 0,04, 
5 Dasselbe nach der Verdauung = 0,3435 1,04, | 1,12, + 0,07, 
6 |} 10ccom Casein + lecm ver- 

diinnten Magensafts + 1 cem 

n/20 salzsauren Chinins. . _ — 1,12, “= 
7 || Dasselbe nach der Verdauung -- _ 1,12, _ 
8 | n/20 salzsaures Chinin jo | — |6,3—6,5*)| 





*) Nach Methylrot, Neutralrot und aadiesniain 


zesse') von der freien Base abhangt, sie verstarkt sich mit dem An- 
steigen des pq nach der alkalischen Seite hin vom Neutralpunkt aus. 

Die Versuche wurden vielfach wiederholt mit kiinstlichem Magen- 
saft (2proz. Pepsinlésung in HCl, Aziditat 30), mit durch Auspumpen 
gewonnenem Magensaft des Menschen, mit dem natiirlichen Magensaft 
des Hundes nach Pawlow, und immer erhielten wir dasselbe Resultat: 
alle gepriiften Salze des Chinins in Konzentrationen von 0,000009 bis 
0,2 Proz. im Gemisch wirken weder beschleunigend noch hemmend 
auf die Verdauung des Caseins durch Pepsin. 

Laqueur hat bei Kontrollversuchen zum Vergleich nicht Wasser, 
sondern Kochsalzlésung genommen. In einem Teile unserer Versuche 
ersetzten wir das Wasser gleichfalls durch Kochsalzlésung von ent- 
sprechender Konzentration, erhielten jedoch, wie zu erwarten war, 
dieselben Resultate wie bei Wasser, da nach Beobachtungen des einen 
von uns Kochsalzlésung von dieser Konzentration nicht auf Pepsin 
einwirkt?). 

Die Ergebnisse vieler gleichartiger Versuche sind in Tabellen II 
und III zusammengestellt. 

Es ergeben sich folgende interessante Verhaltnisse: Arsenpraparate 
vergréBern die Absonderung von Magensaft*), den Verdauungs- 
prozeB von EiweiB aber verlangsamen sie*), und Chininpraparate 
unterdriicken die Sekretion des Magensafts, ohne irgend einen EinfluB 
auf die Zerfallsgeschwindigkeit des Caseins auszuiiben. 


1) J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, diese Zeitschr. 185, 128, 1923. 

*) J. A. Smorodinzew, Russ. physiol. Journ, 4, 103, 1921. 

3) L. Klocman, Zeitschr. f. oer Chem. 80, 17, 1912. 

*) J. A. Smorodinzew und N. P. Riabouschinsky, diese Zeitschr. 144, 
26, 1924. 
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Gegenwartig prifen wir den EinfluB von Chininpriparaten auf 
die Verdauung anderer EiweiSstoffe durch Pepsin. 


SchluBfolgerungen. 


1. Salzsaures Chinin, Chinin-Hydrobromid, saures Chinin-Hydro- 
bromid, schwefelsaures und freies Chinin in Konzentrationen von 
0,000009 bis 0,2 Proz. tiben weder eine beschleunigende, noch eine 
hemmende Einwirkung auf die Caseinverdauung durch Pepsin aus. 

2. Bei der Verdauung von Casein durch Pepsin in Gegenwart von 
Chinin andert sich die Wasserstoffionenkonzentration des Gemisches 
nicht. 
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Uber die Einwirkung von Adrenalin und verwandter Substanzen 
auf die Selbstgirung der Hefe. 
Von 


Hans Popper. 


(Aus der chemischen Abteilung des Wiener physiologischen Universitats- 
Instituts. ) 


(Eingegangen am 10. Juli 1925.) 


In den letzten Jahren beschaftigte man sich von vielen Gesichts- 
punkten aus mit dem EinfluB des Adrenalins auf den Kohlehydrat- 
stoffwechsel und konnte bekanntlich feststellen, daB die Reservekohle- 
hydrate hauptsachlich aus Muskel und Leber unter dem EinfluB von 
Adrenalin in Form von Glucose ins Blut tibergehen. 

Es war von Interesse festzustellen, ob das Adrenalin etwa im- 
stande sei, einen direkten Zellreiz auf einzellige Organismen, insbesondere 
auf Hefe, im Sinne einer vermehrten Mobilisierung der Reservekohle- 
hydrate auszuiiben. 

Als Methodik wurde die Schiittlung mit gleichzeitiger Luftdurch- 
leitung verwendet, wie sie zuerst von Fiirth und Lieben') und dann 
von Lundin*) angewendet worden ist, wobei die Kohlensiureabgabe 
titrimetrisch gemessen wurde. Es wurden immer gleichzeitig zwei 
gleiche Hefesuspensionen verwendet, von denen die eine als Haupt- 
probe die zu untersuchende Substanz enthielt, wahrend die andere als 
Kontrollprobe ohne Zusatz diente. 

Uber die Einwirkung von Adrenalin auf einzelne Zellen bzw. auf 
isolierte Organe finden sich vereinzelte Angaben in der Literatur. 
Neuschloss*) fand unter Einwirkung des Adrenalins eine erhéhte Reduktions- 


fahigkeit von normalen Zellen in bezug auf m-Dinitrobenzol. Nach Griffith*) 
dagegen beeinfluBt das Adrenalin den Stoffwechsel von iiberlebenden 


1) Fiirth und Lieben, diese Zeitschr. 128, 144; 182. 165. 
2) Lundin, ebendaselbst 141, 310, 1923. 

3) Neuschloss, Klin. Wochenschr. 8, 57. 

*) Griffith, Amer. Journ. Physiol. 65, 15. 
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Muskeln nicht und ebensowenig nach Ellinger') die Atmung von Vogel- 
blutkérperchen. O.Schwarz*) fand durch Versuche mit dem Géarungs- 
kélbchen, daB Adrenalin in einer Konzentration von 1: 1000 die Eigen- 
garung der Hefe sehr stark erhéht und ebenso bei der Traubenzuckergiérung 
eine vermehrte Kohlensiureentwicklung hervorruft. AuBerdem sei in 
Gegenwart von Adrenalin die Hefe imstande, Substanzen zu vergiiren, 
die sie sonst nicht vergirt, wie z. B. Starke, Glykogen, Casein und Alanin. 


I, Versuch im Girungskélbchen. 


Es wurden zunachst die Versuche von O. Schwarz, der mit dem 
Einhornschen Giarungskélbchen bei einer Konzentration von 1 : 1000 
gearbeitet hatte, wiederholt; es wurden jedoch Konzentrationen von 
1: 10000, 1 : 20000 und 1 : 30000 gewahlit, weil mir eine Konzentration 
von | : 1000 zu hoch erschien, um mit den physiologischen Bedingungen, 
wie sie in einem Tierkérper herrschen, verglichen zu werden. 


In allen Versuchen wurde kaufliche PreBhefe verwendet. 


Es wurde je ein Teil einer diinnen Hefesuspension mit Adrenalin 
hydrochloricum (lprom.) in den oben angegebenen Konzentrationen ver- 
setzt, wobei die entwickelte Kohlensiure abgelesen wurde. Ein Teil der- 
selben Suspension ohne Zusatz diente als Kontrollprobe. Die Kélbchen 
wurden fiir mehrere Stunden in den Brutschrank bei 37° gestellt. Bei 
mehrmals wiederholten Versuchen zeigte sich nur einmal, bei der Kon- 
zentration 1: 10000, im Verlaufe von 2 Stunden eine gesteigerte Kohlen- 
siureentwicklung, wahrend in allen iibrigen Fallen auch nach 24 Stunden 
die Selbstgirung, die normal im Garungskélbchen sehr gering ist, nicht 
vermehrt war. Gleiche Versuche wurden mit Hefesuspensionen ausgefiihrt, 
zu denen Traubenzucker und ldésliche Stirke zugesetzt worden waren. 
Auch hier zeigte sich keine Vermehrung der Kohlensiure gegeniiber der 
Kontrollprobe. 


Es ergibt sich also, daB die von Schwarz angegebenen Wir- 
kungen bei schwicheren Konzentrationen nicht eintreten. 


Il. Adrenalin im Liiftungsversuch ohne Zuckerzusatz. 


Es war nun naheliegend, das Verhalten von Hefe gegeniiber 
Adrenalin im Luftschiittlungsversuch zu untersuchen, wie er im hiesigen 
Laboratorium fiir viele Fragen der Hefechemie Anwendung gefunden hat. 


Methodik: Ich verwendete die Fiirth-Liebensche Methodik mit einer 
kleinen Modifikation. Es wurde ein Luftstrom mittels einer Wasserstrahl- 
pumpe durch fiinf miteinander kommunizierende GefiBe nach Art von 
Waschflaschen gesaugt. Im ersten Gefai8 befand sich 30proz. Natronlauge, 
um die Luft von C O, zu befreien. Als zweites GefiB, das die Hefesuspension 
enthielt, diente ein hoher Zylinder mit dreifach gebohrtem Stopfen. Durch 
zwei Bohrungen wurde mit Hilfe eines Gabelrohres die Luft zugeleitet. Die 


1) Ellinger, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 119, 11. 
2) O. Schwarz, Wien. klin. Wochenschr. 24, 267, 1911. 
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dritte Bohrung diente zur Ableitung der Luft aus den Barytvorlagen. 
Der lebhafte Luftstrom machte eine Schiittlung iiberfliissig. Es folgten 
drei Vorlagen, in denen sich n/5 Atzbaryt befand, um die C O, abzufangen. 
Das verschwundene Atzbaryt, das titrimetrisch mit n/5 HC] und Phenol- 
phthalein als Indikator bestimmt wurde, ergab die entwickelte C O,-Menge. 
Es wurde immer gleichzeitig durch zwei Systeme Luft durchgeleitet, durch 
eine Hauptprobe und eine Kontrollprobe. Da es sich bei diesen Versuchen 
um Ausschlige handelt, die durch sehr kleine C O,-Mengen hervorgerufen 
werden, wurden bei jedem Versuch alle GefaiBe mit Kollodium sorgfiltigst 
abgedichtet. 


Die Hefe wurde bei allen Versuchen in der zehnfachen Menge 
Leitungswasser suspendiert. 

Tabelle I gibt die Werte der entwickelten Kohlensiure bei Ver- 
suchen mit und ohne Adrenalin zu Hefesuspensionen. Es wurden 
drei Barytvorlagen verwendet, die 200, 200 und 100ccm Baryt ent- 
hielten. Es wurden sowohl die Hefemengen als auch die Adrenalin- 
konzentrationen sowie die Dauer der Versuche variiert. 








Tabelle I. 
ie COy,- Entwicklung 
. Adrenalins uer - —-—-- —— ~ 
tote Adnedin honsentention eS Hauptprobe Kontrollprobe 
8 mg & s 
10 2 1 ; 50 000 3 0,183 0,181 
10 5 1 ; 20000 3 0,211 0,172 
10 10 1: 10000 3 0,231 0,176 
10 22 1: 4600 31/5 0,226 0,170 
20 25 1: 8000 3 0.451 0.347 
20 30 1: 6700 4 0,504 0,363 
30 15 1 : 20000 4 0,650 0,452 
30 15 1 : 20000 5 0,734 0,492 


Aus diesen Zahlen ergibt sich, daB Adrenalin in einer Konzentration 
von 1 : 20000 imstande ist, die CO,-Entwicklung um ungefihr 30 Proz. 
zu steigern, héhere Konzentrationen haben im wesentlichen keine 
gréBere Wirkung. Eine geringere Konzentration, namlich 1 : 50000, 
war unwirksam. Auch zeigt sich schon nach relativ kurzer Zeit dieser 
EinfluB; langere Versuchsdauer vermehrt ihn nicht. Die Méglichkeit, 
die vermehrte CO,-Entwicklung durch eine Verbrennung des zuge- 
setzten Adrenalins selbst zu erkliren, besteht nicht, da die Vermehrung 
der CO,-Menge viel gréBer ist als die gesamte CO,-Menge, die ent- 
stehen wiirde, wenn alle Kohlenstoffatome des zugesetzten Adrenalins 
zu CO, verbrannten. Es war aber doch von Interesse festzustellen, 
ob und wieviel vom Adrenalin verschwunden war; diesbeziiglich siehe 
unter VI. 
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Es besteht nun die Frage, ob diese Wirkung des Adrenalins der 
zuckermobilisierenden dieses Hormons im tierischen Organismus analog 
ist? Man kénnte sich namlich vorstellen, daB durch das Adrenalin 
Reservekohlenhydrate der Hefe zu Glucose abgebaut werden, diese dann 
vergoren wird und so die CO,-Entwicklung vermehrt. 


Ifl. Adrenalinversuche in Gegenwart von Dextrose. 
Es wurden je 20g Hefe und 2g Dextrose in 200 ccm HO gelést. 
Der Hauptprobe wurde Adrenalin zugesetzt, der Versuch 2 Stunden 
laufen gelassen. 





Tabelle II. 
Zuges . . 
ideeichemeng? Keassnteation CO, + Entwicklung 
mg g g 
10 1: 20.000 0,941 0,968 
20 1: 10000 0,893 0,871 


Es zeigt sich also, daB Adrenalin keinen HinfluB auf die Trauben- 
zuckergarung der Hefe hat, soweit man dies nach der CO,-Entwicklung 
beurteilen kann. In beiden Experimenten war nach AbschluB des 
Versuchs in Hauptprobe und Kontrollprobe aller Zucker verschwunden 
und die Fehlingsche Reaktion negativ. 

Es war nun notwendig festzustellen, ob der EinfluB von Adrenalin 
ein spezifischer, einer Hormonwirkung beim Tiere zu vergleichbarer 
sei, oder ob es sich um eine unspezifische Wirkung, vielleicht um eine 
einfache Reduktionswirkung handelt ! 


IV. Versuche mit einfachen Phenolen. 

Um dies aufzukliren, wurde die Wirkung anderer Reduktions- 
mittel, die mit dem Adrenalin verwandt sind, in derselben Anordnung 
untersucht, und zwar zwei- und dreiwertige Phenole. 

Bei diesen Versuchen wurden gréBere DurchleitungsgefiBe und 
Barytvorlagen, die 400, 300 und 300 ccm n/5 Baryt enthielten, benutzt. 


Tabelle III. 





CO, Entwicklung 


Stele i ere Mange Desse Hauptprobe Kontrollprobe 
8 mg 8 s 
20 Brenzcatechin 50 4 0,380 0,216 
30 a 30 4 0,545 0,445 
50 100 4 0,704 0,484 
50 Resorcin 100 51), 1,286 1,012 
50 Hydrochinon 100 4 0,440 0,396 
50 : 100 5 1,122 1,100 
50 Pyrogallol 100 3*/5 1,408 0,964 
50 : 100 31), 1,232 0,902 
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Es zeigt sich also, daB Brenzeatechin und Resorein dieselbe Steigerung, 
um ungefahr 30 Proz., bewirken wie das Adrenalin; ebenso das P yrogallol, 
wahrend Hydrochinon, das ein starkeres Reduktionsmittel ist, un- 
wirksam bleibt. Vielleicht spielt dabei die Parastellung der Hydroxyl- 
gruppen eine Rolle. 

Es war nun auch notwendig festzustellen, wie diese Kérper die 
Traubenzuckergirung der Hefe beeinflussen; es wurde daher Brenz- 
catechin in Gegenwart von Dextrose zugesetzt. 





Tabelle 1V 
CO, - Entwicklung 
Z 
sate soy et Dense Hauptprobe Kontrollprobe 
& & 
50 Brenzcatechin 100 mg 2 1,760 1,804 
Dextrose 5g | 
50 Brenzcatechin 100 mg 2 2.288 2.266 
Dextrose 5g 


Doch war dieses, wie sich aus Tabelle IV ergibt, ebenso wie das 


Adrenalin ganzlich wirkungslos. 
Die hier beobachtete Wirkung des Adrenalins erscheint also als 


unspezifisch. 


V. Versuche mit anderen Reduktionsmitteln. 


Es wurde nun noch versucht, die Wirkung von anderen die Zelltatigkeit 
nicht direkt schidigenden Reduktionsmitteln zu priifen, die mit dem 
Adrenalin keine chemische Verwandtschaft zeigen. Es wurde hierzu einer- 
seits Ferrosulfat, andererseits Ferrotartrat gewahit (das sogenannte Stokes- 
sche Reagens, das durch Auflésen von gleichen Mengen Ferrosulfat und 
Weinsaure in H,O und Neutralisieren mit NH, bereitet wird). 


Tabelle V. 


(Versuche mit 50g Hefe angesetzt.) 





Kohlensaureentwicklung 


Substanz Menge Dauer F s 
mg Hauptprobe Blindprobe 
pene a ek we 190 4 0,902 0,792 
Ferrosulfat....... 500 3 0,748 0,660 
Ferrotartrat .... . . 100 31), 0440 | 0,440 
Dn. «6 a-s * 100 
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Es zeigt sich also, daB FeSO, auch in starker Konzentration eine 
geringe Wirkung hat, Ferrotartrat gar keine; doch ist der Versuch kaum 
beweisend, weil der durchstreichende Luftstrom die Ferrosalze wohl sehr 
rasch oxydiert und ihrer Reduktionswirkung beraubt. 


VI. Kolorimetrische Bestimmung von Adrenalin und Brenzcatechin. 


Um nun festzustellen, ob und wieviel von den zugesetzten Sub- 
stanzen wahrend der Versuche verschwunden war, wurde eine kolori- 
metrische Bestimmung in den Hefefiltraten nach der Schiittlung 
ausgefiihrt. Bei den Adrenalinversuchen waren Farbenreaktionen, wie 
die von Frdnkel und Allers mit Bijodat und Phosphorsaure, und die 
Eisenchloridreaktionen positiv. Zur quantitativen Bestimmung wurde 
eine Methode, die Fiirth') seinerzeit angegeben hatte, gewahlt, die 
auf der Rotfirbung von Brenzcatechin und Adrenalin mit FeCl, in 
ammoniakalischer Lésung beruht. Sie bewahrte sich, wie durch einige 
Probebestimmungen festgestellt wurde, in Hefefiltraten sehr gut. Das 
Hefefiltrat einer Kontrollprobe gab gar keine Farbung. 


Es wurden 5 ccm Hefefiltrat mit 10 ccm H,O und 1 ccm Seignettesalz 
versetzt und 0,1 cem FeCl, zugefiigt. Es entsteht eine karminrote Farbe, 
die langere Zeit bestehen bleibt. Als Standard wurde eine 0,1 proz. Brenz- 
catechinlésung verwendet, die in entsprechender Verdiinnung ebenso be- 
handelt wurde. Die Lésungen wurden im Dubosqkolorimeter verglichen, 


Bei einer Reihe von Hefefiltraten aus den oben angefiihrten Ver- 
suchen wurde die Rotfarbung mit der einer Standardlésung, die der 
gleichen Konzentration entsprach, verglichen; es zeigte sich, daB, 
soweit es sich aus dieser Reaktion beurteilen laBt, von dem zugesetzten 
Adrenalin und Brenzeatechin nichis oder nur sehr wenig waihrend der 
Hefeeinwirkung verschwunden war. 


Zusammenfassung. 


1. Adrenalin steigert in einer Konzentration von 1 : 20000, soweit 
sich aus der CO,-Entwicklung im Luftschiittlungsversuch nach Fiirth 
und Lieben schlieBen l4Bt, die Selbstgirung der Hefe um ungefahr 
30 Proz.; doch ist diese Wirkung keine spezifische, einer Hormon- 
wirkang vergleichbare, da auch andere mehrwertige Phenole wie Brenz- 
eatechin, Resorcin und Pyrogallol dasselbe bewirken. Die Paraver- 
bindung Hydrochinon jedoch ist unwirksam. Die Wirkung ist in ge- 
wissen Grenzen von der zugesetzten Menge der Stoffe sowie von der 
Versuchsdauer unabhangig. 


1) Fiirth, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 29, 115, 1900. 
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2. Diese steigernde Wirkung tritt bei Traubenzuckerzusatz 2 
garender Hefe nicht ein. 

3. Ob es sich dabei um eine einfache Reduktionswirkung handelt, 
laBt sich in dieser Versuchsanordnung mit anorganischen und organischen 
Reduktionsmitteln nicht eindeutig beweisen, da diese durch den durch- 
geleiteten Luftstrom zu rasch oxydiert werden, 

4. Soviel sich aus der kolorimetrischen quantitativen Bestimmung 
von Adrenalin und Brenzeatechin im Hefefiltrat mit Hilfe der Rot 
farbung mit Eisenchlorid in ammoniakalischer Lésung nach Fiirth 
schlieBen laBt, verschwindet nur wenig oder gar nichts von den zu- 
gesetzten Substanzen bei der Hefeeinwirkung. 


Biochemische Zeitschrift Band 162, 19 








Uber den Einflu& einiger Ionen auf die Zuckerassimilation 
durch sauerstoffgeschiittelte Hefe. 


Von 


Fritz Lieben und Daniel Laszlo. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Universitats-Instituts 
in Wien.) 


(Eingegangen am 10. Juli 1925.) 


Fiirth und Lieben') haben seinerzeit den Vorgang der Milchsaure- 
zerstérung durch Hefezellen bei Schiittelung im Sauerstoffstrom studiert 
und haben an der Zunahme der Hefetrockensubstanz erkannt, dai 
ein Teil des Milchsiurekohlenstoffs von der Hefe zum Aufbau ihrer 
Leibessubstanz verwendet wird; dieselbe Versuchsanordnung hat 
Lundin®) auf Zucker angewendet und besonders konstatiert, daB die 
Zunahme der Hefeleibessubstanz auf Kosten des aus dem Zucker ent- 
stehenden Alkohols erfolgt; der als Alkohol aufgefundene C plus dem 
(als CgH,)0,; berechnet) C der Trockensubstanzzunahme erginzt sich 
auf die Menge C, die der dem zugesetzten Zucker entsprechende 
Garungsalkohol nach der Gay-Lussacschen Formel enthalten sollte, 
wenn der Versuch in dem Moment abgebrochen wird, wo der Zucker 
gerade verschwunden ist. 

Es erschien nun interessant, den EinfluB verschiedener Anionen 
und Kationen in einer fiir die Garung an und fiir sich unschadlichen 
Konzentration auf diesen Vorgang der Assimilation von zugesetztem 
Zucker durch Hefe zu beobachten. Man konnte daran denken, daB 
z. B. die Anionen, je nach ihrem Vermégen, auf Proteine quellend oder 
entquellend zu wirken, die Assimilation des Zuckers bzw. Alkohols 
zur Hefesubstanz férdern oder behindern wiirden, die Zunahme der 
Hefetrockensubstanz also, gegeniiber einem Versuch mit Zucker ohne 
Salzzusatz erhéht oder vermindert sein wiirde. 


1) O. Firth und F. Lieben, diese Zeitschr. 128, 144; 182, 165. 
2) H. Lundin, ebendaselbst 141, 310 u. 342; s. speziell 5S. 365. 
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Da, wie aus den zitierten Arbeiten hervorgeht, schon die Be- 
stimmung der Trockensubstanzzunahme selbst mit nicht geringer 
Unsicherheit behaftet ist, so muBte dies von den durch die Ionen be- 
wirkten Differenzen um so mehr gelten. Obwohl!l zu allen Versuchen 
dieselbe PreBhefe von Stadlau verwendet wurde, muBten sich selbst- 
verstandlich doch Verschiedenheiten in der Beschaffenheit der Hefe- 
proben geltend machen, abgesehen von den unvermeidlichen kleinen 
Differenzen im Feuchtigkeitsgehalt ; es spielten ferner UngleichmaBig- 
keiten im zugeleiteten Sauerstoffstrom eine kaum kontrollierbare Rolle, 
schlieBlich war die AuBentemperatur, wie an einigen Versuchen speziell 
festgestellt werden konnte, von ausschlaggebendem EinfluB. Es mubte 
daher fiir die geringe Sicherheit des einzelnen Versuchs die gréBere 
Zahl der angestellien Versuche eintreten, wodurch es méglich wurde, 
von einzelnen widersprechenden Befunden abzusehen und die unten 
angefiihrten Resultate als qualitaliv gesichert zu betrachten. Dagegen 
erschien es als unméglich, die Wirkung der einzelnen Ionen etwa 
quantitativ abzustufen. 


Es ergab sich nun regelmaBig bei normaler Zimmertemperatur, 
daB bei gewissen lonen eine Erhéhung der Trockensubstanzzunahme 
durch den Traubenzucker iiber den entsprechenden Wert beim Kontroll- 
versuch ohne Salz eintritt, bei einigen anderen Ionen diese Erhéhung 
ausbleibt, wahrend in einem einzigen Falle (NaF) eine Erniedrigung 
erfolgt, die aber der schidigenden Wirkung der F’ zuzuschreiben ist. 


Wir verwendeten die Apparatur von Fiirth und Lieben (l.c.), 
jedoch wurden drei Literkolben gleichzeitig geschiittelt. In jedem 
Kolben befanden sich 50 g PreBhefe (von Stadlau) in \% Liter Leitungs- 
wasser, der Sauerstoff') wurde aus zwei Bomben durch eine Wasch- 
flasche mit Alkali zugeleitet, als Vorlage dienten pro Kolben je drei 
GefaBe & 400 ccm n/5 Ba(OH), zur Aufnahme der entwickelten CO,, 
deren Menge nach jedem Versuch durch Titration mit n/5 HCl (und 
Phenolphthalein) festgestellt wurde. Zugesetzt wurden meist je 5g 
Glucose und das Salz in einer Menge, daB seine Lésung im Kolben n/10 
wurde. Die Dauer der Versuche betrug gewéhnlich 4 Stunden. 


Zunichst wurde konstatiert, daB n/10 Lésungen der betreffenden 
Salze die Selbstgiirung der Hefe nicht schidigen bzw. daB dieselbe 
CO,-Menge entwickelt wird, wie in einer Probe ohne Salzzusatz. Die 
Beobachtung der CO,-Entwicklung diente auch bei allen folgenden 
Versuchen dazu, zu kontrollieren, ob eine solche schadigende Wirkung 


1) Es wurden auch einige Versuche mit Luftschiittelung (s. Tabellen) 
gemacht, sie ergaben jedoch meistens unregelmaéBige, nicht verwertbare 
Daten. 
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IV V 
Dauer CO,-Entwicklung in n/5 Lésuny 
Glucose in | ; 
Stunden || 


i ccm ccm 


ts 


480 545 
498 468 
432 432 
380 345 
372 426 
426 498 
450 438 
328 285 
660 492 
576 540 
624 624 
576 576 
792 744 
72 606 
202 341 
315 328 
592 4881) 
373 383+) 
636 414 
408 516 
414 396 
480 396 
537 392 
445 414 
225 380 
171 207 
545 460 
470 405 
391 285 


408 558 
318 320 
32 390 402 
33 392 392 


*) C-Wert auffallend niedrig. — **) Luftschiittelung. — ***) Luftschiittelung, CO, der Luft in di 


NaCl 
NaCl 
NaCl 
NaCl 
NaNO, 
NaN O, 
NaNO, 
NaNO, 


Na,SO, 
Na,SO, 
Na, SO, 
Na,SO, 
Na, SO, 
Na, SO, 
Na,SO, 
Na, SO, 
Na, SO, 
Na,SO, 
NaCNS 
NaCNS§S 
NaCN 

NaCNS 
NaCNS 


— 
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oo +> ee DOR Oe 
so ww 
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1] 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
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23 
24 
25tt) 
26+) 
27 
28 
29 


30 
31 
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4 
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4 
4 
6 
4 
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In allen Fallen, wo siaimtliche Kolonnen ausgefiillt sind, war die Versuch 
Kolonne C, daher auch A—C usw. nicht ausgefiillt erscheinen, wurde noch ei 
ist C verloren gegangen). 


auf die Zuckergiirung oder Selbstgirung eingetreten war; es war aber 
auBer beim NaF bei normaler Zimmertemperatur keine auBerhalb der 
Versuchsfehler liegende Beeinflussung der CO,-Entwicklung durch die 
Ionen wahrzunehmen. Erst bei sommerlicher Hitze traten gleichzeitig 
mit der erhéhten Salzempfindlichkeit der Hefe auch bei der CO,- 
Entwicklung gréBere Diskrepanzen auf. 
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168 
168 
168 
162 
L30*** 
i38*** 
98 
46 
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VI vu Vill IX | x 
Trockenruckstand Trockenrackstandszunabme durch = Fffekt des  Prozentuelle Erhébung 


Salz + Zucker Zucker allein | S#lzzusatzes) z : 100 = (A—B) :(B—C) 
A—C B—C 


4 B c A-—B 100 (A—B) ,, 
= , Proz 
é 8 8 8 8 8 B—¢ 
18.37 18,05 16,68 1,69 1,37 + 032 23 
9.20 | 20,35 15,74*) 4,46 461 —015 — 3 
1916 19,00 — — — + 0,16 — 
8,25 18,20 — — — 4. 0.05 
1825 | 18,25 17,04 1,21 1,21 0 0 
842 19,15 17,05 1,37 2,10 —07 — 35 
i388 18,42 16,62 2.26 1,80 + 0,46 25 
1848 18,20 — — — + 0,28 _ 
0.17 | 19,67 16,57 3,60 3,10 + 0,50 16 
»49 | 19,44 16,35 4,14 3,09 + 1,06 34 
225 19,42 17,33 3,92 2.09 + 188 88 
902 18,93 16,57 2.45 2,36 + 0,09 4 
898 18,60 16,22 2,76 2,38 + 038 16 
975 | 19,10 — — — + 0,65 — 
0.24 19,20 — — oath + 1,04 am 
11  19,58T) — = -- + 0,58 -- 
950 19,00T) == — + 0,50 -- 
1919 18,63 17,11 2,08 1,52 + 0,56 37 
110 19,39 7,31 1,79 2.08 — 0,29 —l4 
984 18,89 17,29 2,55 1,60 + 0,95 59 
973 18,88 17,07 2.66 181 + 0,85 47 
995 18,85 — — —_ + 1,10 - 
990 19,63 _— — me + 0,27 — 
40 © 19,35 — — — + 1,06 _ 
967 19,70 — — — — 0,08 “= 
981 | 19,16 18,27 1,54 0,89 + 0,65 73 
008 19,51 17,98 2,10 1,53 + 0,57 37 
928 | 18,20 _— _— —— + 1,08 _- 
1844 | 19,00 17,20 1,24 1,80 — 0,56 — 31 
1887 19,43 17,43 1,44 2,00 — 0,56 — 28 
1887 19,28 17,08 1,79 2,20 —04l —19 
i848 18,85 — — —_ —037 


tiBe eingedrungen. — +) Gegen NaCl + Zucker als Kontrolle gemessen. — ++) NaCNS in n/15 Losung, 


ordnung dieselbe, wie in obigem Beispiel, in den anderen Fallen, wo die 
sites Salz oder NaOH (siehe unten) zum Vergleich herangezogen (in Nr. 1] 


Ein Beispiel mége unsere Versuchsanordnung erlautern: 

Im Kolben A befinden sich in % Liter Wasser 50g Hefe, 5g Glucose, 
NaCl in n/10 Lésung. 

Im Kolben B befinden sich in % Liter Wasser 50 ¢ Hefe, 5 ¢ Glucose. 

Im Kolben C befinden sich in % Liter Wasser 50¢ Hefe, NaCl in 
n/10 Lésung. 





Fe em ge 
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Sauerstoffschiittelung durch 4 Stunden; CO, (in Kubikzentimetern 
n/5 Lésung) wurde entwickelt aus A 480, B 545, C 150; die drei Hefe- 
proben wurden iiber den gleichen Mengen Kieselgur auf gehirtetem Filter 
abgesaugt, wenig nachgewaschen und der auf der Nutsche verbleibende 
Riickstand in einer gewogenen Schale zur Gewichtskonstanz getrocknet 
und gewogen. Der Trockenriickstand von A wog 18,37, von B 18,05, von 
( 16,68 g. Die Trockensubstanzzunahme betrug also in A (mit NaCl) 1,69 g; 
in B (ohne NaCl) 1,37 g; die Differenz ist 0,32 g¢. Die Kohlenstoffbilanzen 
fiir A und B, ohne Beriicksichtigung des Alkohols, waren: 


A. wees Be Gees ccs ce tw cc wee 3 BC 


PGP fark eos sie aoe & o> eS 
1,69¢ Riickstand (als CgH,O, ber.) . . 0,75¢ C 

1, 5g C 
Me fb avis a Vee os OT SS 


; Sees Ba Gases. ... 1». es. J BOE 
ee a ae 0472 C 
1,37 g Riickstand (als C,H,,O,; ber.) . . 0.6lg¢ C 

1,08 ¢ C 
ai fod anere. en eet aa Cee 

Nach der Garungsgleichung liefern 5g Glucose 2,55g Alkohol mit 
1,33 ¢ C, hiervon ware (nach Lundin) der C des Trockenriickstandes abzu- 
ziehen, es kénnten also in A 1,33 — 0,75 = 0,58¢ C, in B 1,33 — 0,61 
= 0,72 ¢ C als Alkohol in die Bilanz einzusetzen sein; die dann noch ver- 
bleibenden Mankos waren fiir A 0,85 — 0,58 = 0,27 ¢ C, fiir B 0,92 — 0,72 
= 0,20g C; diese Mankos sind hiernach auf C O,-Verluste zu beziehen; im 
allgemeinen schwankten sie zwischen 10 und 20 Proz.?). 

In Tabelle I geben wir unsere Versuchsresultate bei n/10 Na-Salz- 
lésungen mit verschiedenen Anionen, je 50g Hefe und Sauerstoff- 
schiittelung wieder. 

Wir entnehmen der Tabelle I, daB die CO,-Entwicklung durch den 
Salzzusatz keine wesentliche, eindeutige Beeinflussung erfaihrt (s. oben) ; 
Die CO,-Werte in A und B (Kolonne V) zeigen zumeist keine bedeutende 
Abweichung, so daB vereinzelte gréBere Differenzen (Nr. 9, 19, 23, 30) 
wohl auf Versuchsverluste zuriickzufiihren sind; beim 2-Stunden- 
Versuch erscheinen besonders leicht Diskrepanzen (z. B. Nr. 15 und 25). 

Wir sehen zweitens aus den Kolonnen IX (A — B) und eventuell X, 
daB wir bei NaCl eine Erhéhung der Assimilation nicht wahrnehmen 
kénnen; auch beim NaNO, ist (selbst, wenn wir von dem stark ab- 
weichenden Fall Nr. 6 absehen) eine erhéhende Wirkung der NO; nicht 
deutlich abzuleiten. Hingegen geben sowohl Na,SO, wie NaCNS 
und NaJ, wie die Kolonne [X einwandfrei zeigt, eine deutliche Erhéhung 
der Trockensubstanzzunahme, deren Betrag zwar stark schwankt, 
deren Vorhandensein beim Na,SO, tibrigens auch gegeniiber einer 


1) Diese Berechnung gilt allerdings streng nur fiir den Moment, wo der 
Zucker gerade vollkommen verschwunden ist (vgl. Lundin, |. c.). 








Einflu8 einiger Ionen usw. 283 


Na Cl-Zucker-Hefesuspension festgestellt werden konnte (Nr. 17 und 18). 
Ebenso deutlich zeigt sich die Verminderung der Zuckerassimilation 
bei Zusatz von NaF. Gelegentliche Anwendung einer gréSeren Zucker- 
menge (Nr. 13 und 14) ergibt eine verminderte Wirkung des Salzes. 
Auch eine verlangerte Schiittelungszeit bietet undeutlichere Resultate 
(vgl. Nr.9 und 13); es wird dann der assimilierte Trockenriickstand 
allmahlich wieder veratmet, wobei offenbar-durch das Salz bewirkte 
Unterschiede ausgeglichen werden (s. unten). 

Bei Versuchen mit n/5 Na-Salzlésungen, auf deren detaillierte 
Wiedergabe wir verzichten, zeigen sich analoge Effekte der einzelnen 
Anionen, jedoch sind die Ausschlage gegen n/10 Lésungen nicht erhéht, 
mitunter undeutlicher; beim NaF ist durch die giftige Wirkung nicht 
nur die Zunahme des Trockenriickstandes, sondern auch die CO,-Ent- 
wicklung stark herabgesetzt'). 

Es driingte sich die Frage auf, wie die Salze Na,SO,, NaCNS 
und NaJ die Erhéhung der Trockensubstanzzunahme bewirken. Da 
war vor allem dem Einwand zu begegnen, daB die angefiihrten Salze 
selbst in héherem MafBe als NaCl oder NaNO, von der Hefe durch 
Adsorption zuriickgehalten werden und eine Einwirkung auf die Zucker- 
assimilation gar nicht besteht. 

Der Widerlegung dieses Einwandes galt die folgende Versuchsreihe; 
es wurden in Kolben A 50g Hefe in n/10 Salzlésung in Leitungswasser, 
in B 50g Hefe in Leitungswasser ohne Salz suspendiert und im O,-Strom 
geschiittelt. 


Tabelle II. 





Dauer CO Entwicklung Trockenriickstand 

Nr. Salz in ——— $$ Bemerkung 
Stdn. A B A B A-—B 

1*), Na,SO, 6 246 360 16.95 17,08 —0,13 *) Luftschiittelg 

2 Na,SO, 4 117 166 17.03 17,62 —0,59 

3 Na,SO, 4 190 170 16.90 1742 —052 

4 NaCNS 4 90 90 16,78 16,70 + 0,08 

5 NaNO, 4 102 90 16,70 16,70 — 

6 NaJ 4 99 166 17,16 17.62 —046 

7 NaJ 4"), 90 103 17.20 16.75 +045 

8 NaF 4) 117 103 16.72 16,75 _ 


Wir sehen ziemlich gute Ubereinstimmung zwischen A und B 
neben nicht sehr groBen Schwankungen um den Nullwert, und zwar 
eher nach der negativen Seite, so daB von einer Erhéhung des Trocken- 
riickstands in A durch Salzretention allein gewiB nicht die Rede sein 
kann, es ist aber immerhin damit zu rechnen, daB dieser Faktor in 


1) Vgl. die Hemmungsreihe von Hdgglund bei Euler- Lindner, Chemie der 
Hefe 1915, S. 298. 
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gewissem Mabe die Resultate einmal im positiven, einmal im negativen 
Sinne mit beeinfluBt. 

Bevor wir die Frage nach dem Ursprung der Ionenwirkung auf die 
Zuckerassimilation weiter besprechen, méchten wir einige, analog wie 
oben ausgefiihrte Kationenversuche mit verschiedenen Chloriden an- 
fiihren (O,-Schiittelung, je 5g Glucose, Bedeutung der Kolonnen wie 
in Tabelle I). 

Wir sehen die zum Teil betrichtlich erhéhende Wirkung der K’, 
Ca’ und Mg’ -Salze, wihrend die NH, -Salze eine Wirkung vermissen 
lassen, vielmehr eher eine herabsetzende Tendenz zeigen; betreffs der 
CO,-Werte kénnen wir auf das zu Tabelle I Bemerkte verweisen 
(gréBere Diskrepanzen zwischen A und B finden wir in den 2-Stunden- 
Versuchen Nr. 6 und 7, ferner in Nr. 12 und 13, in letzteren sind 
mechanische Verluste eingetreten). 

Auch die Wirkung von K,SO, und KCNS bei O,-Schiittelung 
wurde untersucht; es ergab sich keinesfalls eine Summation der er- 
héhenden Wirkung von K" und SOj bzw. CNS’, vielmehr zeigen die 
Salze K,SO, und KCNS eine ausgesprochen hemmende Wirkung auf 
die Zuckerassimilation. 


Es war naheliegend, bei Untersuchung der Wirkung dieser ver- 
schiedenen Anionen und Kationen auch das unter ihrer Mitwirkung 
(eventuell infolge hydrolytischer Spaltung) entstandene py des Hefe- 
filtrats in Betracht zu ziehen; eine, wenn auch sehr geringfiigige 
Anderung des py konnte nimlich den komplizierten Vorgang der 
Trockensubstanzvermehrung der Hefe durch Zucker in Gegenwart 
von Salzen modifizieren!). Es wurde daher nach dem Schiitteln im 
verdiinnten Filtrat vom Heferiickstand das py nach der Indikatoren- 
methode mit dem Indikator a-Dinitrophenol bestimmt. Die Filtrat- 
proben waren kaum getriibt und lieBen sich im Komparator mit aus- 
reichender Genauigkeit mit den Standards vergleichen. Trotzdem 
ergaben sich bei verschiedenen Versuchen mit demselben Salz Schwan- 
kungen im py von 0,2 bis 0,3, ebenso stark differierten aber auch Filter- 
proben aus Hefe-Zuckersuspensionen ohne Salz. Wir méchten den 
absoluten Werten keine groBe Bedeutung beimessen und nur die 
Py-Werte der Filtrate vom A-Kolben (Hefe-Zucker-Salz) mit denen 
vom B-Kolben (Hefe-Zucker) vergleichen. 

Die Zahl der Bestimmungen ist fiir sichere Schliisse natiirlich nicht 
ausreichend, wir méchten nur darauf aufmerksam machen, dab es 


1) Bekanntlich bewirkt eine stdrkere Anderung des p,, eine Umkehrung 
der Hojmeisterschen Reihen. 
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Tabelle 1V. 





Differenz 


Nr. Salz PH von A Py von B AB Bemerkungen 
, Mittelwert 
] Nacl 3,2, 3,35 — 0,06 von 3 Bestimmungen 
2 NaNO, 3,6 3,5 + 0,1 — . 
3 Na, SO, 3,74 3,54 + 0,2 + | - 
4 NaCNS 2,72 346 + 0,2, i a 
5 NaJ 3,7 3,3 + 0,4 
6 NaF 3,8 33 + 05 
7 KCl 3,65 3,6, — »~2 *: 
8 NH,Cl —— 3,5 negativerWert! . 2 - 
9 CaCl, 3.9 3,6; + 0,2, “ . 
10 MgCl, 3,7, 3,6 + 01, a a 


wohl kein Zufall ist, wenn in Nr. 1, 2 und 8 (beim NaCl, NaNO, und 
NH,Cl) die Differenz zwischen dem pg in A und B um Null schwankt 
bzw. beim NH,Cl deutlich negativ ist, also gerade in jenen Fallen, wo 
durch die Anwesenheit der Salze keine Erhéhung der Zuckerassimilation 
eingetreten ist (s. Tabelle I und III). Die Salze, die eine solche Assi- 
milationserhéhung bewirken, zeigen — mit Ausnahme allerdings des 
KCl — auch eine deutliche Erhéhung des pg von A gegeniiber der 
Probe aus B; letzteres ist allerdings auch bei dem die Zuckerassimilation 
erniedrigenden NaF der Fall, eine Tatsache, die die spezifische Gift- 
wirkung des F’-Ions gegeniiber den anderen Ionen unterstreicht. 

Es ware nun verlockend, anzunehmen, da8 die Wirkung des S04, 
CNS’, J’, Ca” und Mg” auf die Vermehrung der Zuckerassimilation 
des Heferiickstandes eben nur auf der Erhéhung des pg gegeniiber dem 
der Zucker-Hefesuspension beruht. Bei gleichbleibendem oder herab- 
gesetztem py gebe es auch keine oder eine herabsetzende Assimilations- 
wirkung (wobei KCl eine Ausnahme bilden wiirde, wihrend NaF eine 
spezifische Giftwirkung ausiibt). Um iiber diesen Punkt mehr Klarheit 
zu gewinnen, wurden folgende Versuche angestellt: 

Kolben A 50g Hefe, 5g Glucose, xccm n/10 NaOH in \ Liter 
Leitungswasser. 

Kolben B 50g Hefe, 5g Glucose, zcecm n/10 NaOH in ¥% Liter 
Leitungswasser. 





co Trockenriickstand 


“3 Pu Entwicklung 2g Differenz 
{} A j 42 383 19,08 bit 
ri] B oi] 3 405 19'34 | — 0,26 
i} A Tt) go ff} & 482 19,25 ae 
II B ; 5 | 3.5 414 19,63 0,38 

{} A i) ; 40 490 19,32 ve 
7 B ij @ {| a 387 19,20 j + 9,12 
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Obwohl durch den Laugenzusatz das py in A durchwegs erhéht 
wurde, andererseits eine wesentliche Schadigung der Garung, an der 
CO,-Entwicklung gemessen, noch nicht eingetreten sein konnte, zeigte 
der Trockenriickstand keinerlei Vermehrung im Kolben A (eher eine 
geringfiigige Verminderung), so daB die analoge (etwas kleinere) 
Anderung des pg in den friiher mitgeteilten Versuchen keinesfalls allein 
die Trockenriickstandsvermehrung bewirkt haben konnte. Dies schlieBt 
aber natiirlich nicht aus, daB die H’- bzw. OH’-Ionen in die Wirkung 
der iibrigen lonen modifizierend eingreifen. 

Auch diese Méglichkeit wurde dadurch experimentell zu priifen ver- 
sucht, daB das an sich unwirksame NaC] mit etwa 40 ccm n/10 NaOH 
zusammen zu einer Zucker-Hefesuspension zugesetzt wurde und die C O,- 
bzw. Trockenriickstandswerte mit den aus den Suspensionen Hefe-Zucker- 
NaCl und Hefe-Zucker-NaOH verglichen wurden. Wir konnten aber nicht 
zu deutbaren Ergebnissen gelangen. 

Die hohe Sommertemperatur der letzten Wochen machte iibrigens 
zahlreiche Versuche dadurch wertlos, daB die viel rascher verlaufende 
Garung die durch in héherem oder geringerem MaBe assimilierten 
Zucker entstandenen Differenzen auszugleichen bestrebt ist, so daB 
die bisher konstatierten RegelmaBigkeiten sich unserer Wahrnehmung 
zu entziehen drohten. Wir begegneten dieser Schwierigkeit durch 
Herabsetzung der Versuchsdauer von 4 auf 2 Stunden. Beim Na,SO, 
trat die erhéhende Wirkung in der Tat sogleich wieder in obigem Aus- 
maB (vgl. Tabelle 1) auf, beim NaCNS ‘thingegen war dies erst dann 
zumeist der Fall, als auBber der Versuchsdauer auch die Konzentration 
des Salzes von n/10 auf n/15 herabgesetzt wurde (auch dann gab es 
negative Versuche, z. B. Tabelle 1, Nr. 26). Man muB dementsprechend 
weiter schlieBen, daB bei hoher AuBentemperatur die Hefe auch leichter 
als sonst durch Saize in ihrem Zuckerassimilationsvermégen geschddigt 
werden kann, was die sonst eventuell erhéhenden Wirkung derselben 
kompensiert (dies scheint wohl auch beim NH,Cl der Fall zu sein; vgl. 
Tabelle III, Nr. 6 und 7). Es empfiehlt sich daher, Versuche, wie die 
oben angefiihrten, in der kiihlen Jahreszeit anzustellen, um die oben 
geschilderten Komplikationen zu vermeiden. 

Wir sind uns dessen bewuBt, daB unser Versuchsmaterial, 
namentlich in Anbetracht der eingangs erwahnten methodischen 
Schwierigkeiten, zu klein ist, um definitive, quantitative Schliisse 
iiber den Einflu& von lonen auf die Zuckerassimilation der Hefe zu 
ziehen, glauben aber auf Grund der mitgeteilten Versuche folgende 
Satze vertreten zu kénnen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der Fiirth-Liebenschen Versuchsanordnung (1. ¢.) (O,-Durch- 
leitung durch eine geschiittelte Hefesuspension) beeinflussen die An- 
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ionen Cl’, NO; und das Kation N H, das AusmaB der Zuckerassimilation 
durch Hefe nicht, die Anionen SO;, CNS’, J’, ferner die Kationen K’, 
Ca” und Mg” bewirken eine Erhéhung, das Anion F’ eine Verminderung 
derselben. Die Anionen wurden hierbei als Natriumsalze, die Kationen 
als Chloride in n/10 Lésung zugesetzt. K,SO, und KCNS verursachen 
eine deutliche Herabsetzung der Zuckerassimilation. 

2. Die Wirkung 148t sich fiir die einzelnen Ionen nicht quantitativ 
abstufen ; es scheint aber (man beachte die analoge Wirkung von SO% 
und CN 8’), das Quellungsvermégen der lonen dabei keine Rolle zu spielen, 
iiberhaupt scheinen Beziehungen zu den bekannten Ho/fmeisterschen 
Reihen nicht zu bestehen. 

3. An der erhéhenden Wirkung der oben genannten Ionen hat 
eine etwaige adsorptive Salzretention durch Hefe keinen oder nur 
einen ganz untergeordneten Anteil, hingegen kénnte wohl das durch 
den Salzzusatz beeinfluBte py der Hefe-Zuckersuspension auch die 
Wirkung auf die Zuckerassimilation mitbestimmen, obwohl diese 
Py-Anderung keinesfalls die einzige Ursache dieser Wirkung ist, viel- 
mehr den einzelnen Ionen selbst ein ausschlaggebender Einflu8 zu- 
kommt. 

4. Bei hoher AuBentemperatur verwischen sich die in 1. erwahnten 
Unterschiede in der Salzwirkung wegen schnelleren Ablaufs der Garung 
und erhéhter Salzempfindlichkeit der Hefe; man mu dann die Ver- 
suchsdauer, eventuell die Salgkonzentration herabsetzen, um die Unter- 


schiede wieder zu erhalten. 
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Die Dissoziationskonstante, das Léslichkeitsprodukt 
und die Titrierbarkeit yon Alkaloiden. 


Von 
J. M. Kolthoff. 
(Aus dem pharmazeutischen Institut der Universitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1925.) 


1. Vom physikalisch-chemischen Verhalten von Alkaloidlésungen 
und deren Salzen ist nur wenig bekannt. Besonders in der Alteren 
pharmazeutischen Literatur findet man viele Angaben, welche rein 
empirisch gefunden sind, iiber die acidimetrische Titrierbarkeit von 
Alkaloiden und deren Salzen'). Jedoch weiB man sehr wenig von der 
Genauigkeit dieser Titration und ist in der Auswahl der Indikatoren 
ziemlich willkiirlich, was uns nicht zu verwundern braucht, weil man 
die Werte der Dissoziationskonstanten der Alkaloide nicht kannte. 
Nach den modernen Anschauungen ist es unbedingt notwendig, die- 
selben zu kennen, wenn man in einer zweckmaBigen und systematischen 
Weise die geeignetsten Indikatoren auffinden will. Im Zusammenhang 
hiermit steht die Frage tiber den Hydrolysegrad von Alkaloidsalz- 
lésungen, welche unter anderen bei der Reinheit dieser Salzlésungen 


1) Uber die altere Literatur vgl. Kippenberger, Zeitschr. f. analyt. 
Chem. 39, 201, 1900. Dieser Autor hat eingehende, auf exakter Basis be- 
ruhende Untersuchungen ausgefiihrt und die nach ihm am besten sich 
eignenden Indikatoren angegeben. Rupp und Segers, Apoth.-Ztg. 22, 748, 
1907, schlagen vor, dort, wo es sich um farblose oder annahernd farblose 
Lésungen handelt, Dinitrophenolphthalein oder praktischer und einfacher 
p-Nitrophenole als Indikator bei der Bestimmung von Chinabasen zu ver- 
wenden, was in Ubereinstimmung steht mit den Resultaten von H. Bagges- 
gaard-Rasmussen und S.A. Schou, Zeitschr f. Elektrochem. $1, 189, 1925 
(vgl. 8.6). Uber die Titration in alkoholischer Lésung hat Messner, 
Zeitscbr. f. angew. Chem. 16, 444, 1903 geschrieben. Vgl. iibrigens A. R. 
von Korczynski, Die Methoden der exakten quantitativen Bestimmung der 
Alkaloide, 8.1, Berlin, Verlag von Gebr. Borntraeger, 1913. H. Bauer, 
Analytische Chemie der Alkaloide, 8. 46. Berlin, Verlag von Gebr. Born- 
traeger, 1921. 
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von Interesse ist. Auf die Literaturangaben komme ich unten aus- 
fiihrlicher zuriick. Die Kenntnis der Dissoziationskonstante von 


_Alkaloiden kann auch von Wichtigkeit sein bei Trennungen dieser 


Substanzen voneinander. Um dies zu erleichtern, nehmen wir an, daB 
wir ein Salzgemisch von zwei Alkaloiden haben, welche denselben 
Ausschiittelungskoeffizienten fiir ein organisches Lésungsmittel haben, 
von denen aber das eine Alkaloid eine hundertmal! kleinere Dissoziations- 
konstante besitzt als das zweite. 

Wenn wir nun zum Salzgemisch einen UberschuB einer Puffer- 
mischung fiigen, welche eine derartige Wasserstoffionenkonzentration 
besitzt, daB ein Teil der Alkaloide in Freiheit gesetzt wird, dann wird 
von der Base mit der kleinsten Dissoziationskonstante hundertmal! 
mehr im freien Zustande vorhanden sein als von der zweiten. Daher 
wird bei dem bestimmten pq vom ersten Alkaloid auch hundertmal 
mehr ausgeschiittelt als vom zweiten'). Vom organisch-chemischen 
Standpunkte ist es im Zusammenhang mit der Konstitutionsfrage 
natiirlich auch von Interesse, die Dissoziationskonstanten zu kennen. 
Ich habe daher auch die Konstante von einigen einfachen Basen, von 
denen die Alkaloide abgeleitet sind, bestimmt. Bekanntlich sind die 
sekundaren aliphatischen Amine starkere Basen als die primiren, 
wahrend die tertiaren Amine schwicher als die letzteren sind. Fiihrt 
man in ein aliphatisches Amin eine aromatische Gruppe ein?), so nimmt 
die Dissoziationskonstante ab, z. B. 

Kcu,Nnn, =5.10-4, wahrend Ke, H; CH, NH, = 0,24. 10-4, 
Kcu,N(CHs)2 = 7,4.10-5, - Ko. ,CH,N(CHy)2 = 1,05. 10-5. 


Die aromatischen Amine sind alle schwacher als die entsprechenden 
aliphatischen. Interessant ist eine Vergleichung von den Konstanten 
von Piperidin und Pyridin. 


CH, CH 
H,C/ CH, HC, SCH 
H.C. CH, HC. CH 
NH N 
Piperidin: K = 1,6. 10-5 Pyridin: K = 3.10-° 


Nach Kauffmann*) soll hier beim Pyridin eine  tiefgreifende 
funktionelle Umanderung des Aminostickstoffs stattgefunden haben. 
Jedenfalls scheint der gesattigte aromatische Ring den _ basischen 


1) Uber eine Anwendung davon vgl. N. Evers, Yearbook of Phar- 
macy 1922; vgl. im Pharm. Weekbl. 59, 1390, 1923. 

®) Bredig, Zeitschr. f. physik. Chem. 18, 288, 1894. 

3) H. Kauffmann, Ber. 36, 1062, 1903. 
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Charakter von der sekundaren Base stark zu erhéhen, wahrend der 
ungesattigte Ring die Konstante stark erniedrigt. 

Wie wir sehen werden, ist auch vom Léslichkeitsprodukt der 
meisten Alkaloide wenig bekannt. Wenn man die Dissoziations- 
konstante K und die Léslichkeit weiB, so ist das Léslichkeitsprodukt L 
einfach zu berechnen. Ist doch: 

, Alk ] (OH 
x — (Ak (08) - 
[Alk OH} 
und L = [Alk ](OH’] — K.[AlkOH)],,, . (2) 


Wenn die Léslichkeit bekannt ist, so kann man den entsprechenden 
(oder fiir die Dissoziation korrigierten) Wert in die Gleichung fiir 
[Alk . OH] einfiillen und Z berechnen. Leider ist es sehr schwer, die 
Léslichkeit von Alkaloiden im Wasser genau zu bestimmen. Die Léslich- 
keit ist namlich im allgemeinen sehr gering, so daB Verunreinigungen, 
besonders Kohlensaéure, einen erheblichen Einflu8 ausiiben und die 
Léslichkeit vergréBern. Den in der Literatur erwihnten Daten kann 
man daher im allgemeinen nicht zuviel Gewicht beilegen. Ich habe 
daher in anderer Weise versucht, das Léslichkeitsprodukt von Alkaloiden 
zu ermitteln, und konnte aus den Werten die wahre Léslichkeit von 
Alkaloiden im Wasser berechnen. In der analytischen Chemie kann 
die Kenntnis von der Dissoziationskonstante und das Léslichkeits- 
produkt von Interesse sein bei der Identifikation eines Alkaloides. 
Wichtiger ist die Rolle des Léslichkeitsprodukts bei der Trennung 
von zwei oder mehr Alkaloiden mit Hilfe der fraktionierten Fallung. 
Nehmen wir an, zwei Alkaloide zu haben, mit verschiedenem Léslich- 
keitsprodukt : 


[A,]J(OH'] = LZ, und [A,][(OH] — £,. (3) 


Wenn wir nun zu einem Salzgemisch dieser beiden Alkaloide so viel 
Lauge hinzufiigen, daB nicht alle gebundenen Alkaloide in Freiheit 
gesetzt werden, so haben wir eine bestimmte Hydroxylionenkonzentra- 
tion [OH’} in der Lésung, welche kleiner ist als die der gesittigten 
Alkaloidlésungen. Wenn unter diesen Verhaltnissen [A] {OH’] kleiner 
ist als L, und [A,](OH’) gréBer als L,, so wird das zweite Alkaloid 
niedergeschlagen werden, und zwar kann man ableiten, daB dies fort- 
geht, bis 


(4) = Pa) (4) 


Praktisch wird es wahrscheinlich besser sein, zum Alkaloidsalz- 
gemisch eine Puffermischung statt Natronlauge hinzuzufiigen. Dann 
bleibt die Hydroxylionenkonzentration wahrend der Priazipitation des 
einen Alkaloids ungeféhr ungeaindert und man kann die Verhialtnisse 
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fiir eine quantitative Fallung sehr einfach berechnen. Natiirlich kann 
die fraktionierte Fallung auch verbunden werden mit der fraktionierten 
Ausschiittelung der Alkaloide, was wir oben schon besprochen haben. 
Eine Anwendung der fraktionierten Fallung hat Mauz') schon gemacht. 

Leider sind die Resultate seiner eingehenden Untersuchungen 
nur in seiner Habilitationsschrift niedergelegt und weiter in der Literatur 
unberiicksichtigt geblieben. Ich erwahne daher einige von seinen 
Resultaten : 





a , Zugesetzt Zugesetzt Menge und Art des gefillten 
Genemmene Misshung 01n HCl —0,1n NaOH Alkaloids 


{ 01370 g) 
| 0.1350 g} 
f 90,1625 g| 
| 0.1627 g| 


0,3033 g Morphin 
0.2943 g Cinchonin 


Cinchonin 
0,3393 g Papaverin . | 2”) 
“| iets 
| 
| 


20 ecem 5 cem 


Papaverin 


wt 


0,3343 g Strychnin 


0,3393 g Papaverin ‘ . 
0'3943¢ Brucin . o. 5, Oe g , 
 - a 0.3127 g » 
(ber. 0,3127 g) 
0.3033 g Morphin .. |} 94 - Whe & * 
0.3343 g Strychnin . | en ~* ie 


Eine Bedingung fiir das Gelingen der fraktionierten Fallung ist 
natiirlich diese, daB eine groBe Verschiedenheit zwischen den Léslich- 
keitsprodukten der beziiglichen Alkaloide besteht. Auch gibt Mauz 
Beispiele von Fallen, in denen beide Alkaloide aus der Mischung gefallt 
werden. 

Aus der gegebenen Einleitung darf wohl der SchluB gezogen werden, 
daB die analytische Chemie der Alkaloide, vom physikalisch-chemischen 
Standpunkt studiert, schéne Perspektiven éffnet. Bei der Unter- 
suchung von unbekanntem Material, wie es z. B. bei phytochemischen 
Arbeiten oft der Fall ist, werden die obengenannten Prinzipien oft mit 
Vorteil verwendet werden kénnen. 

2. Die Dissoziationskonstante einer Saure oder Base kann nach 
verschiedenen Methoden bestimmt werden. Gewdédhnlich kommt eine 
der folgenden in Betracht: 

a) Die Bestimmung des Dissoziationsgrades einer Lésung der 
Base oder Saure. Weil wir in unserem Falle im allgemeinen mit sehr 
schwachen und dazu noch schwer léslichen Basen zu tun haben, kann 
diese Methode hier im allgemeinen nicht empfohlen werden. Spuren 
von Verunreinigungen, besonders Kohlenséure, wiirden einen zu er 


heblichen EinfluB auf den Gleichgewichtszustand der Lésung ausiiben. 


1) P. Mauz, Physik.-chem. Untersuchungen iiber Alkaloide. Dissert. 
Stuttgart 1904. 
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b) Die Bestimmung des Hydrolysengrades eines Salzes der Séiure 
oder Base. Weil die Alkaloidsalze alle eine saure Reaktion haben, haben 
Spuren Kohlensaure nur einen geringen EinfluB auf das Gleichgewicht 
der Lésung. Bei der Anwendung der Methode b) mu man ganz sicher 
sein, daB das beziigliche Salz keinen Uberschu8 an freier Siure oder 
etwa freiem Alkaloid enthalt. Bei sehr kostspieligen Zubereitungen, 
welche man nicht ad libitum reinigen kann wegen Verlust an Material, 
ist die Anwendung der Methode b) ohnehin also ziemlich gefahrlich. 

Wie wir im experimentellen Teile noch sehen werden, sind die 
Angaben in der Literatur von der Wasserstoffionenkonzentration in 
Lésungen von den gewéhnlichen Alkaloidsalzen sogar oft falsch an- 
gegeben. 

c) Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration wihrend 
der Neutralisation des Alkaloids, also der Neutralisationskurve. Diese 
Methode wird die besten Resultate geben, weil geringe Verunreinigungen 
von freier Saéure oder Base im urspriinglichen Salze fast kéinen EinfluB 
haben auf die GréBe der Wasserstoffionenkonzentration wahrend der 
Neutralisation. Besonders gilt dies beim Punkte, wo die Hilfte des 
Alkaloids in Freiheit gesetzt ist, weil hier die Pufferkapazitat der 
Lésung am gréBten ist. 

Wegen der Vorteile der Methode c) habe ich sie im allgemeinen 
bei der Bestimmung der Dissoziationskonstante der Alkaloide ver- 
wendet. Die Wasserstoffionenkonzentration wurde dabei kolorimetrisch 
mit Hilfe von Farbindikatoren bestimmt. Die Anwendung der Wasser- 
stoffelektrode verdient keine Empfehlung, weil verschiedene Alkaloide 
unter der katalytischen Wirkung von platiniertem Platin reduziert 
werden und keine exakten Resultate erhalten werden. Dies gilt nach 
Pinkhof') besonders fiir Strychnin und Chinin. Daher verwendete 
Pinkhof bei seinen potentiometrischen Titrationen der Alkaloidsalze 
die Quecksilber-Quecksilberoxydelektrode, welche fiir meinen Zweck 
unbrauchbar ist, weil sie nur in alkalischer Lésung reproduzierbare 
Werte gibt. Zwar ist auch die Wasserstoffelektrode fiir die Titration 
von Alkaloiden angewendet worden*), dazu ist jedoch zu bemerken, 
daB man keine exakten Einstellungen zu erzielen braucht, weil nur 
der Potentialsprung beim Aquivalenzpunkt maBgebend ist. Neuerdings 
hat Fr. Miiller*) die Dissoziationskonstante einiger Alkaloide mit Hilfe 


1) Pinkhof, Dissert. Amsterdam 1919. 

*) N. Evers, Pharm. Journ. and Pharmacist 1921, 8S. 470; W’. J. Me Gill 
and P. E. Faulkner, Journ. Amer. Pharm. Assoc. 11, 1003, 1922; vgl. auch 
Masucci und Moffat, ebendaselbst 12, 609, 1923; J. M. McGill, Journ. 
Amer. Chem. Soc. 44, 2156, 1922. 

3) Fr. Miiller, Dissert. Dresden 1924: Zeitschr. f. Elektrochem. 30, 
587, 1924. 
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der Wasserstoffelektrode abgeleitet. Jedoch bemerkt er selbst: ..Den 
kolorimetrisch ermittelten Werten der Dissoziationskonstante der 
Alkaloide von Kolthoff (,Der Gebrauch von Farbindikatoren‘) ist aus 
den angefiihrten Griinden mehr Gewicht beizulegen“. Die Resultate 
Millers werde ich im experimentellen Teile erwahnen. Neuerdings 
verwendete J.C. Krantz') die Wasserstoffelektrode fiir die Bestimmung 
von einigen Alkaloiden. Nach der Veréffentlichung von Fina» 
Biilmann®) iiber die Anwendung der Chinhydronelektrode haben wir 
eine geeignete Elektrode zur Bestimmung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration in Lésungen. Ich bezweckte daher, meine Versuche mit dieser 
Elektrode zu wiederholen. Weil man jedoch von anderer Seite 
auch damit beschaftigt war und H. Baggesgaard-Rasmussen*) seine 
Resultate inzwischen veréffentlicht hat, habe ich davon abgesehen 
(vgl. jedoch bei Chinin). Uber die Anwendung der Chinhydronelektrode 
ist zu bemerken, daB es nicht ganz sicher ist, daB sie in Alkaloidsalz- 
lésungen ganz zuverlassige Resultate gibt. Das Chinhydron besteht 
aus aquimolekularen Mengen Hydrochition und Chinin; beide sehr 
reaktionsfahige Substanzen, welche sich méglicherweise mit dem 
Alkaloid oder dessen Salz verbinden kénnen. Ich habe versucht, aus 
den Resultaten Rasmussens die Konstanten der von ihm verwendeten 
Alkaloide zu berechnen. Ich kam dabei jedoch auf Schwierigkeiten, 
welche meine Annahme bestatigten. So gibt Rasmussen*) z. B. an, 
daB eine Mischung von 20 ccm 0,02 mol. Strychnin in 0,0395 n Salz- 
siure mit 100 ccm Wasser das pq gleich 2,40 hat. Wenn wir nun an- 
nehmen, da8 das Strychnin sich wie eine einséurige Base verhalt (was 
in der Tat nicht richtig ist, wie wir sehen werden), so wiirde die genannte 
Mischung 0,00325n an freier Salzsiure sein, was einem pg von 2,40 
entsprechen wiirde. Das von Rasmussen gefundene py entspricht einer 
Salzsiurekonzentration von 0,004n, also einem zu hohen Werte. 
Ubrigens bezweckten Baggesgaard- Rasmussen und Schou nur praktische 
Resultate zu haben. Sie verglichen das Resultat von der potentio- 
metrischen Titration mit dem, welches mit Farbindikatoren erhalten 
wurde. Sie konnten in dieser Weise ableiten, daB Strychnin, Brucin, 
Morphin, Codein und Atropin scharf auf Methylrot titriert werden 
kénnen, Cinchonin auf denselben Indikator, wenn man bis zum 
Pp, = 5,8 titriert. Fiir Chinin verwendet man nach ihnen am besten 
das p-Nitrophenol, und zwar bis zum p,; = 6,2 bis 6,4. Narcotin ist 


1) J.C. Krantz, Journ. Amer. Pharm. Assoc. 14, 294, 1925. 

2) E. Biilmann, Ann. de Chim. 15, 109, 1921; 16, 321, 1922. 

5) H. Baggesgaard - Rasmussen, Farmaceutisk Tidensk 48, 689, 
705, 721, 745, 1924; S. A. Schou, auch Zeitschr. f. Elektrochem, 31, 
189, 1925. 

*) Ebendaselbst, 8S. 191. 
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nach ibnen auf Methylorange titrierbar, und zwar bis zum p; etwa 
von 4,5. 

Hydrastin laBt sich schwer genau titrieren, wenn man Methylrot 
verwendet und ein p, von 4,8 als Titrierexponent annimmt, kann man 
einigermaBen gute Resultate erzielen. L. R. Wagener und W.J. Mc Gill") 
verwendeten neuerdings auch die Chinhydronelektrode zur Bestimmung 
von Alkaloiden. 

Ein Nachteil der von mir verwendeten kolorimetrischen Methode 
ist natiirlich dieser, daB wir den Salzfehler der Alkaloidionen auf die Indi- 
katoren nicht kennen. Um diesen Fehler méglichst viel herabzusetzen, 
habe ich gewéhnlich mit sehr verdiinnten Lésungen gearbeitet und 
die Messungen auch beim gleichen Verhaltnis Alkaloid zu Alkaloidsalz, 
aber bei verschiedenen totalen Konzentrationen wiederholt. Zudem 
habe ich, wo méglich, bei der Messung derselben Lésung zwei ver- 
schiedene Indikatoren verwendet, von denen der eine einen sauren und 
der andere einen alkalischen Charakter hatte. Der Salzfehler einer 
Indikatorsaéure liegt nimlich in der entgegengesetzten Richtung von 
der einer Indikatorbase, so daB wir in dieser Weise die GréBe des Salz- 
fehlers einigermaBen beurteilen konnten. 

Die Berechnung der Dissoziationskonstante geschah in iiblicher 
Weise wie éfters beschrieben wurde. Wenn die Hydrolyse betrachtlich 
war, wurde dafiir eine Korrektur angebracht. Die Messungen sind alle 
bei Zimmertemperatur, welche um 16° schwankte, ausgefiihrt. Daher 
wurde bei der Berechnung fiir das lonenprodukt von Wasser ein Wert 
von 6,4 . 10") in Rechnung gebracht, entsprechend einem Pu,o von 14,2. 

Aus den Versuchsdaten und den Resultaten der Messungen konnte 
leicht abgeleitet werden, welche Indikatoren bei Titrationen von 
Alkaloiden am geeignetsten sind. Experimentell wurde dies natiirlich 
nachgepriift, wobei auch die Wasserstoffionenkonzentration von reinen 
Alkaloidsalzlésungen bestimmt und berechnet wurden. Bei der Be- 
urteilung der Reinheit von Alkaloidsaizen ist die Kenntnis dieser Daten 
natiirlich nétig. Weil man bei vielen Bestimmungen von Alkaloiden 
in Drogen die abgeschiedene Base in Weingeist lést und sodann titriert, 
so habe ich auch den Einflu8 von Alkohol untersucht. Jedoch sind 
die Dissoziationskonstanten in Alkohol-Wassermischungen nicht be- 
rechnet, weil der Alkohol zwei Einfliisse ausiibt, nimlich einen auf 
die Konstante des Indikators*) und einen auf die Konstante deg 


1) L. R. Wagener und W. J. Mc Gill, Journ. Amer. Pharm. Assoc. 14, 
288 (1925) 

2) Vel. Kolthoff, Rec. Trav. Chim. 42, 25 
L. Michaelis und M. Mizutani, diese Zeitschr. 147, 


1, 1923; siehe auch 
7, 1924. 
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Alkaloids. Weil die Alkoholfehler der Indikatoren noch nicht ganz 
genau bekannt sind, habe ich von einer approximativen Berechnung 
abgesehen. Jedoch geht aus den Untersuchungen so viel hervor, da 
Alkohol die Dissoziationskonstante der Alkaloide stark erniedrigt. 
Weil sie alle Stickstoffbasen sind, war dies auch zu erwarten. Bekannt- 
lich ist doch die Dissoziation von Ammoniak und aliphatischen Aminen 
in Alkohol so gering, daB diese Lésungen Phenolphthalein nicht mehr 
roten. 

Die Léslichkeitsprodukte wurden in einer besonderen Weise be- 
stimmt. Wie schon im Anfang gesagt ist, ist die Léslichkeit der meisten 
Alkaloide in Wasser so gering, daB sie nur auBerst schwierig in direkter 
Weise genau bestimmt werden kann. Ich bin daher in folgender Weise 
vorgegangen: In einer Alkaloidsalzlésung wurden steigende und genau 
bekannte Mengen Lauge hinzugefiigt, so daB in der Lésung UberschuB an 
Alkaloidsalz neben freiem Alkaloid anwesend waren. Diese Mischungen 
wurden verschlossen stehengelassen. Nach einem oder mehreren Tagen 
wurde beurteilt, in welchen Réhren das Alkaloid sich abgesetzt hatte. 
Die Lésung, in der eben keine Fallung mehr aufgetreten war, wurde 
dann mit einem Kristallchen aus einer anderen Lésung geimpft und 
wieder stehengelassen. Auf diese Weise konnte ich genau ablesen, bei 
welcher Zusammensetzung eben noch eine Fallung eintrat. Dann 
wurde in der Lésung py bestimmt und aus diesem Wert die ent- 
sprechende Hydroxylionenkonzentration berechnet. Weil auch die 
Zusammensetzung der Lésung bekannt war, konnte das Léslichkeits- 
produkt 

L = [A]{OH] 
sofort berechnet werden. 

Jetzt kénnen wir auch die Léslichkeit des Alkaloids in Wasser 
berechnen. Ist doch nach Gleichung (2) 


L = K[{Alk OH} (2) 
oder [Alk OH] = > . 


[AIkOH] stellt die Konzentration des ungespaltenen Teiles der 
Base in der gesattigten Lésung vor. Wenn man die Dissoziation einer 
reinen Alkaloidlésung vernachlassigt, so kann man {AlkOH}] gleich der 
totalen Konzentration setzen, oder wenn die Vernachlassigung nicht 
erlaubt ist, kann man den dissoziierten Teil berechnen und zu {| AlkOH} 
addieren, und zwar ist ganz allgemein die totale Léslichkeit gleich 
[AlkOH}]+ ) ZL. Wir sehen also, daB wir die Léslichkeit der schwer 
léslichen Alkaloide berechnen kénnen, ohne eine direkte Bestimmung 


derselben auszufiihren. 





ul 


™ 


ae 


el 


10 com 0,1 mol. 








207 


Dissoziationskonstante, Léslichkeitsprodukt und Titrierbarkeit usw. 


Experimenteller Teil. 
A. Kiinstliche Alkaloide. 


Pyridin: 


N 

3. Eine Handelszubereitung wurde fraktioniert und der zwischen 115 
und 115,5° tibergegangene Teil verwendet. Vom in dieser Weise gereinigten 
Praparate wurde eine 0,1 mol. Lésung in Wasser hergestellt. Mischungen 
mit 0,1 n Salzsiure von der in der Tabelle angegebenen Zusammensetzung 
wurden hergestellt und das p, kolorimetrisch bestimmt. Bei der Berechnung 
der Dissoziationskonstante habe ich angenommen, da der Dissoziationsgrad 
a einer 0,05 n Pyridinchloridlésung gleich 0,8 ist, einer 0,025 n Lésung 0,85, 
einer 0,02 n Lésung 0,88 und einer 0,01 n Lésung 0,94. 

Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt : 





« [Pyr. Ci} |OH’} 





Z m t . 
a i Pu Indikator POH {OH’] K = [Pyr. OH] 
: f Methylrot ) 
£_/+ leem0,l1n HC! 6,2 | Bromkresolpurpur} 8,0 1,0. 10-* 1,05 . 10-" 
=< Bromthymolblau J 
-)+ ee ra » 59 Methylrot 83 5.0.10-9% 112. 10-° 
ge +5. » » 5,35 ‘ 8,85 1,4.10-° 1,20 . 10-9 
es '+8 , » 149 - 93 50.10-1 1,60. 10-" 





Im Mittel 1,25. 10-° 


Im Mittel finden wir fiir die Dissoziationskonstante von Pyridin bei 
15° einen Wert von 1,25.10—%, entsprechend einem px = 8,90. V.H. 
Veley') fand in guter Ubereinstimmung hiermit bei derselben Temperatur 
eine Konstante von 1,06. 10-%. Andere in der Literatur angegebene Werte 
sind bei 18°: 1,6.10—-° [Lunden*)]; bei 25° 2,4.10-°9 [Goldschmidt und 
Salcher*)| und 3,0. 10-°% [Constam und White *)}. 


CH, 
H,C CH, 
Piperidin: 
H,C CH, 
N 
Im Anschlu8 an das Pyridin sei erwahnt, daB Bredig®) die Konstante 
des Piperidins aus Leitfahigkeitsmessungen abgeleitet hat. Er fand bei 25° 
einen Wert fiir K = 1,6. 10-3, entsprechend py = 2,80. Piperidin, das 
ein sekundares Amin ist, verhalt sich der Erwartung nach wie eine ziemlich 
starke Base. Weil in diesem Falle die von Bredig verwendete Methode 
genauer ist als die kolorimetrische, iibernehme ich den von ihm an- 
gegebenen Wert. 


1) V.H. Veley, Journ. Chem. Soc. 98, 652, 1608. 

2) Lunden, Journ. Chim. Phys. 5, 574, 1907. 

*) Goldschmidt und Salcher, Zeitschr. f. physik. Chem. 29, 89, 1899. 
*) Constam und White, Amer. Chem. Journ. 29, 36, 1903. 

5) Bredig, Zeitschr. f. physik. Chem. 18, 191, 1894. 











298 J. M. Kolthoff: 


Pyrrol: 


NH 

Ich stellte eine etwa 0,02 mol. Lésung in Wasser her von einer Zu- 
bereitung von Kahlbaum. Diese Lésung band keine Spur Salzséure, was 
man aus dem Verhalten von sehr wenig séureempfindlichen Indikatoren 
wie Tropadolin 00 und Thymolblau ableiten konnte'). Dieses Verhalten 
ist wohl sehr eigenartig und unerwartet, weil das Pyrrol seiner Forme! 
nach wie ein sekundéres Amin zu betrachten ist. Zwar lést das Pyrrol 
sich in Séuren, aber nur sehr langsam, bildet dabei jedoch polymere Pro- 
dukte, welche mit Ammoniak abgeschieden werden kénnen*). Auch aus 
dem kristallinischen Salz mit Ferrocyanwasserstoffsiure wird mit Alkali 
nicht das Pyrrol zuriickgewonnen *). 

Offenbar sind also die von Pyrrol abgeleiteten Alkaloide, wie Hygrin, 
Nicotin, Atropin, Cocain, nicht von demselben, sondern von einem Polymer 
des Pyrrols aufgebaut. Nach R. Wolffenstein*) hat die NH-Gruppe des 
Pyrrols schwach sauren Charakter, das Wasserstoffatom l4Bt sich nach 
ihm durch die Alkalien ersetzen unter Bildung von kristallinischen Salzen. 
Jedoch ist es mir nicht gelungen, auch bei Verwendung von den sehr wenig 
alkaliempfindiichen Indikatoren Tropaolin 0 und Nitramin, eine saure 
Funktion des Pyrrols nachzuweisen. Offenbar sind die von Wol/fenstein 
genannten Salze also auch von einem Polymer abgeleitet. 


Chinolin: 


N 
Ein frisch bereitetes Laboratoriumspraparat wurde fraktioniert, und 
der bei 237° iibergehende Teil verwendet. Weil das Chinolin schwer 


léslich ist, so habe ich die Versuche mit einer 0,01 mol. Lésung in Leit- 
fihigkeitswasser ausgefiihrt. Bei der Berechnung ist eine vollstandige 
Dissoziation des Salzes, das in sehr groBer Verdiinnung vorlag, angenommen. 


Dissoziationskonstante von Chinolin bei 15°. 





Zusammensetzung der Lésung = Pq Indikator POH {OH} K . 101 
~¢(+lecm 0,0In HCl | 5,65 Methylrot 855 | 28.10-° | 3,1 
83) oS ion , ||5,35 * 885  14.10-9 3,5 
=3| +5 , - » 48 es 94 | 40.10-7° 40 
ol4+8s , » | 3,9 | Methylorange | 10,3 | 5,0.10-'! 2.0 


Im Mittel K — 3,2.10-"' 


Im Mittel finden wir also einen Wert bei 15° von 3,2. 10-1, ent- 
sprechend einem px von 9,50. Mit einer anderen Zubereitung wurde fiir 
K ein Wert von 3,1 . 10-19 gefunden. 


‘) Vgl. auch N.Schoorl, Organische Analyse I, 2. Aufl., S. 83, 1920. 

2) V. Meyer und P. Jacobson, Lehrb. d. organ. Chem., III. Teil, 
S. 156, 1920. 

®) R. Woljfenstein, Pflanzehalkaloide, 3. Aufl., S. 105, 1922. 








l0cem O0.0l mol. 
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Eigenartig genug stimmt meine Angabe gar nicht mit denen in der 
Literatur angegebenen iiberein. So fand Veley') bei 15° einen Wert von 
1,63 .10-°%, wahrend Bredig*) bei 25° K = 1,0.10-° fand und Walker 
und Aston *) bei 60° 7,4. 10-%. Der von mir gefundene Wert stimmt besser 
iiberein mit dem von Veley fiir das Isochinolin gefundenen, naimlich von 
3,62 . 10-19 bei 15°. Ich habe daher auch die Dissoziationskonstante von 
Isochinolin bestimmt. 

Isochinolin. Eine Zubereitung war mir freundlichst von Herrn Prof. 
Boeseken aus der Sammlung vom organisch-chemischen Laboratorium der 
Technischen Hochschule Delft zur Verfiigung gestellt. Die gelblich ge- 
farbte Fliissigkeit wurde bei einigen Millimetern Druck bei 120° fraktioniert ; 
das Destillat war farblos. Vom so erhaltenen Praparate wurde eine 0,01 mol. 
Lésung hergestellt. Die Messungen sind bei 20° ausgefiihrt. Fiir py,o 
ist ein Wert von 14,1 angenommen. ' 


Dissoziationskonstante von Isochinolin. 








Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator POH {OH K . 10° 
. (+1leem 00ln HC! 6,0 Methylrot 8,1 8.10-° (0.9) 
tte . & a 5,7 7 9 
= 5,7 Bromkresolblau 6¢ 4.10 1,0 
S{+5 , - - 5,2 - 8,95 1,15.10-° 12 
= 5,15 Methylrot 89 (| 1,26.10-* | | ti 
ei+8s8 , e . 4.55 Bromkresolblau | ° 10 
§ 455| Methylorange | °° 28 .10 11 
i+? « «@ a : 985 14 107 ) 4, 
_ 4,18 Bromkresolblau 9,92 12 .10-1° | ” 
Im Mittel K = 1,1.10-° 
pr = 8,96 


Aus diesen Resultaten sehen wir, daB der von mir gefundene Wert 
fiir die Dissoziationskonstante von Isochinolin iibereinstimmt mit denen, 
welche im Schrifttum fiir dieselbe von Chinolin angegeben sind (Veley 
1,6. 10-°%; Bredig 1,0.10-—%). Ich nehme daher an, daB diese Autoren mit 
Isochinolin statt mit Chinolin gearbeitet haben. 


H, HH, 

pb Cc 
Piperazin: HN NH. 

C Cc 

H, HH, 


Das Ausgangsmaterial war eine Zubereitung von Schering, welche aus 
schénen, farblosen Kristallen bestand. Im Schrifttum steht angegeben, 
da8B dieselben wasserfrei sind; in Widerspruch damit fand ich, daB sie 
6 Mole Kristallwasser enthielten. Man kann das Wasser nicht in direkter 
Weise bestimmen, weil sich beim Trocknen, auch bei Zimmertemperatur iiber 
Schwefelséure das Piperazin verfliichtigt. Ich berechnete daher den Wasser- 
gehalt aus den Titrationswerten mit Salzséure auf Dimethylgelb (Titrier- 
exponent 3,8, vgl. unten), wo beide Stickstoffgruppen neutralisiert sind. 


1) Veley, Journ. Chem. Soc. 98, 652, 1908. 
2) Bredig, Zeitschr. f. phys. Chem. 18, 191, 1894. 
8) Walker und Aston, Journ. Chem. Soc. 67, 576, 1895. 
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Ich habe versucht, mit dem urspriinglichen Praparat die beiden Disso- 
ziationskonstanten zu bestimmen. Obgleich vier Reihen Messungen aus- 
gefiihrt sind, wurden keine konstante Werte gefunden. Im Mitte! war 
K, = 10-4 und K, = 4.10~—9%. Zur Erhaltung von zuverlassigen Resultaten 
habe ich das Salz mit 1 und 2 Molekiilen Salzséiure bereitet und beide 
durch Rekristallisation aus Alkohol-Wassermischungen zu reinigen versucht. 
Es ergab sich, da®B das Monosalz, das mit einer Alkohol-Athermischung 
ausgewaschen wurde, immer freie Base enthielt und daher zu stark alkalisch 
reagierte, das Bisalz dahingegen konnte rein erhalten werden und hatte 
die Formel C;H,,N,2 HCl. Ich bereitete eine Lésung, die 0,09 mol. war, 
in bezug auf Chlorid also 0,18n. Bei den Berechnungen habe ich an- 
genommen, da das Bi- und Monosalz beide denselben Dissoziationsgrad 
haben. 

Zweite Dissoziationskonstante von Piperazin. 





Zusammensetzung der Lésung | Py Indikator Pou [OH’] K, . 10° 
cee (+ 9 com 0,01 n \E 5,05 Methylrot | 915 7,1.10-1 6.4 
sis +18 . 5,35 A 885 | 14.10-9 5.6 
“Sz (+45 , 0, ‘i n Ne 5,9 . 8,3 5,0. 10-° 5,0 


Im Mittel 5.7. 10 


Wenn wir annehmen, da8B das Verhaltnis zwischen dem Dissoziations- 
grad des Bi- und Monosalzes gleich 0,8 ist, so finden wir im Mittel einen Wert 
fiir K, = 4,6. 10—%, entsprechend einem px, = 8,34. 

In folgender Tabelle sind die Werte fiir die erste Dissoziationskonstante 
des Piperazins zusammengestellt. 


Erste Dissoziationskonstante des Piperazins. 





Zesemmensstemg der Lésung Pu Indikator Pou [OH’} K, . 105 

=? . _ { Phenolpbthalein } a owe 
see{+ 9.9 ccm mele] 91 | | Thymolbleu j 9, 8.10 7.2 
=2% | +108 , > fs 9,6 | Phenolphthalein 46 2,5. 10-5 10 
“SEI4135 , A |10,.25 Thymolphthalein 3,95 1,1. 10-4 ll 


Im Mittel K, = 9.10 


Im Mittel finden wir bei 15° fiir K, einen Wert von 9 . 10-5, entsprechend 
einem px, von 4,05. Dieser Wert ist in befriedigender Ubereinstimmung 
mit dem von Bredig') nach der Leitfahigkeitsmethode abgeleiteten. Er 
fand bei 25° K, = 6,4. 10-5; AK, wurde nicht von ihm bestimmt. 

Wie zu erwarten war, ist die zweite Konstante von Piperazin viel 
geringer als die erste, weil das Ion, das sich nach Neutralisation der starksten 
Gruppe bildet, die Dissoziation der zweiten Gruppe verhindert. Das 
Piperazin ist in dieser Hinsicht mit dem Hydrazin vergleichbar. Die erste 
Konstante des Hydrazins ist 3.10-°, wiahrend die zweite nach meinen 
Berechnungen etwa 3. 10-13 ist. Weil im Hydrazin die zwei basischen 
Gruppen nebeneinander stehen, ist der Einflu8 der ersten ionisierten 
Form natiirlich viel gréBer auf die Dissoziation der zweiten als im Piperazin, 
wo sie parastandig stehen. 


1) Bredig, Zeitschr. f. physik. Chem. 18, 191, 1894. 
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Analytisch sind die gefundenen Konstanten auch von Bedeutung, weil 
wir jetzt imstande sind, zu berechnen, zu welchem Titrierexponent wir 
gehen miissen bei der Bestimmung des Piperazins. Wenn wir es wie eine 
einsdurige Base bestimmen wollen, so ist p,, nach Neutralisation der ersten 
basischen Gruppe’) 
x2) 4,05 + 8,34 


» 
14,2 5 8.0. 


(Px: + 


Py = Px.0 ~ 2 


In der Tat bestimmte ich das pq, nachdem die Halfte der Base neutrali- 
siert war, auf 7,9; also eine gute Ubereinstimmung. Fiir eine genaue Ti- 
tration des Piperazins als einséurige Base ist Phenolrot, Kresolrot oder 
a-Naphtholblau als Indikator zu verwenden, und hat man zu pr = 7,9— 8,0 
zu titrieren [iiber die Genauigkeit bzw. Titrierfehler vgl. Kolthoff*)}. 

Wenn man Piperazin wie eine zweiséurige Base bestimmen will, so ist 
der Umschlag in verdiinnter Lésung auf keinen Indikator scharf. Die besten 
Resultate erhielt man bei Verwendung von Dimethylgelb oder einem anderen 
Indikator mit demselben Umwandlungsintervall, wobei man die richtige 
Vergleichslésung benutzt [p,7 ist einfach aus A, und der Konzentration 
zu berechnen')}]. Wenn man eine 0,5 bis 1 n Lésung der Base benutzt, so 
ist der Umschlag scharf auf Tropaolin 00 oder Phenolblau wahrzunehmen *). 

Bevor wir zu den eigentlichen Alkaloiden iibergehen, seien noch zwei 
Substanzen genannt, welche viele Reaktionen mit den Alkaloiden gemeinsam 
haben, nimlich p-Aminobenzoeséureathylester (Andsthesin) und p-Amino- 
benzoeséurediaithylaminoathylester (Novocain ist das Salzsjiuresalz). 


NH 
Aniasthesin: C,H, 
\c00c,H, 


Dieser Stoff ist in Wasser schwer léslich; daher habe ich eine 0,025 mol. 
Lésung in 0,025 n Salzsiure durch Erwarmen hergestellt. Nach dem Ab- 
kiihlen und Anfiillen wurde schnell gearbeitet, weil das Aniasthesin bei 
langerem Stehenlassen wieder fiir einen Teil auskristallisiert. Die Lésung 
des Chlorids ist stark hydrolytisch gespalten, bei der Berechnung der 
Dissoziationskonstante aus der Hydroxylionenkonzentration von Mischungen 
des Chlorids mit Lauge haben wir auch eine Korrektur fiir die Hydrolyse 
angebracht. 


Dissoziationskonstante des Anisthesins. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator Pou [OH] K . 1012 
ete +05cem 0,1n = 2,15; Tropiolin 00 | 12,05 9.10-% 63 
ofe\+ e « 21 si 11,85 14.107" 5,0 
as6lio5 7° * {Zz 3) ; 11 | 8.10 78 


Im Mittel K 6.10°-% 


Beim Zusatz von Lauge zu der Chloridlésung wurde das Andsthesin 
ausgefallt. Die Mischung wurde daher aufgewairmt, bis die Kristalle gelést 
waren, abgekiihlt und schnell gemessen. Die Resultate sind nicht so genau 
wie bei den anderen Bestimmungen. Im Mittel finden wir eine Konstante 


1) J. M. Kolthéj/, Der Gebrauch von Farbenindikatoren, 2. Aufl., 1923. 
2) Derselbe, Zeitschr. f. anorg. allgem. Chem. 115, 175, 1921. 
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von 6.10~—!2, entsprechend px = 11,22. Die Konstante ist etwa 50mal 
kleiner als die des Anilins, die parastandige COOC,H,-Gruppe wirkt daher 
der Dissoziation der NH,-Gruppe entgegen. 

Wegen der geringen Dissoziationskonstante und der schlechten Léslich- 
keit ist Andsthesin als Base nicht mehr genau titrierbar. 


NH, 
Novocain: C,H, . 
COOCH,—CH,N (C,H;), HCl. 


Diese Substanz ist ein tertiéres Amin und zudem ein aromatisches 
Amin, daher ist zu erwarten, da®8 sie zwei Dissoziationskonstanten hat. 
Von einem reinen Priaiparat wurde eine 0,05 mol. Lésung hergestellt. 
20 cem dieser Lésung nahmen auf Phenolphthalein nur etwa 2 ccm 0,1 n 
Lauge (vager Umschlag). Nach Zusatz von Chloroform') und bei starkem 
Umschiitteln wurden im ganzen 20,0ccm 0,1 n Lauge gebunden. Ich 
titrierte bis zur erst wahrnehmbaren Rosafairbung. Die erste Konstante 
der Base wurde berechnet aus der Hydroxylionenkonzentration in 
Mischungen von Novocain mit Lauge, die zweite aus der in Mischungen 
mit Salzsdure. 


Erste Dissoziationskonstante von Novocain. 








Zusammensetzung der Lésung Py Indikator Pou [OH’} K, . 108 
» 

=f + 0,5cem 0,01 n} Ke ee 6,1 8.10-7 7,2 
EES & | 1%, : 
3&6 = {9,05 Phenoilphthalei 
oS )1 oF {9, enoiphthalein || ~-)- | = \-6 - 
“3 7? ° [4 19,05 Thymolblau || 515 | 7,1. i i,t 

+4 i ne 9,65 Phenolphthalein 455 28.10-5 7.0 


Im Mittel K, 7,1.10°° 


Im Mittel finden wir einen Wert fiir K, = 7,1. 10-6, entsprechend 
Px, = 5,15. Ohne Zweifel ist dies die Konstante der tertiaéren Amingruppe, 
deren Basenstirke hier um etwa zweimal kleiner ist als die von Ammoniak. 


Zweite Dissoziationskonstante von Novocain. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator Pou [OH] K, . 10!" 
= (+05cem 3,4 Methylorarge | 108 1,6. 10- 18 
623/55  |o1n 246 Thymolblau | 11,74 18.102 |) 4 
Sab) tT? » { HCI 2,52 Tropiiolin 00 | 11:68 2,1. 10-8 
oe 22 Thymolblau |120 1.107% 18 


Im Mittel K, = 1,8.10-! 


Bei der Berechnung ist im letzten Falle die Hydrolyse auch in Betracht 
genommen, sonst wiirde ein viel zu hoher Wert gefunden sein. Im Mittel 
finden wir einen Wert fiir K, = 1,8 . 10—'2, entsprechend einem px, = 11,75. 

Aus px, und px, la6t sich fiir eine Novocainlésung ein Wasserstoff- 
exponent von 5,75 bis 15" berechnen. In einer Zubereitung von Meister, 
Lucius u. Briining fand ich in einer 0,05 mol. Lésung ein py, von 5,95. 


1) Niederlandische Pharmacopoea Ed. 4, 252. 
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Aus dem obenstehenden laBt sich ableiten, dab die freie Base des 
Novocains sich auf Methylrot bis py = 5,75 titrieren laBt. Nur die tertiare 
Amuingruppe wird neutralisiert: die zweite basische Gruppe ist so schwach, 
daB sie acidimetrisch nicht bestimmt werden kann. 


B. Die natiirlichen Alkaloide. 


CH,. 
H,C CH, 
Coniin: = a-Propylpiperidin. 
H,C CH—C H,—CH,C Hg 
NH 


Als Ausgangsmaterial diente Coniinhydrobromid von Merck, von 
dem ich nur so wenig hatte, daB es nicht einer besonderen Reinigung unter- 
worfen werden konnte. Die 0,05 mol. Lésung anderte die Reaktion des 
Lésungswassers nicht; eine Hydrolyse des Salzes konnte also nicht wahr- 
genommen werden. Das ist in Ubereinstimmung mit dem Verhalten des 
Coniins wie eine ziemlich starke Base. Die Dissoziationskonstante wurde 
berechnet aus der Hydroxylionenkonzentration in Mischungen von Hydro- 
bromid mit Lauge. Der Wasserstoffexponent wurde in denselben kolori- 
metrisch nach zwei Methoden bestimmt, und zwar in der gewéhnlichen 
Weise mit Puffermischungen, und in starker alkalischen Lésungen mit 
Salicylgelb G als Indikator nach der Methode von L. Michaelis und 
A. Gyemant*). 

Dissoziationskonstante des Coniins. 





Zusammensetzung der Lésung | Py Indikator Pou [OH] K . 104 

teal? 1 ecem 9.9  Thymolphthalein 4,3 5. 10-5 12 
F&fe/+25 , 0,01n 10,2 - 4,0 1.10-* 9 
328 s\+ 5 . (NaOH 1045 - 3,75 1,8.10-4 7,2 

a 11,0 = 3,2 | 64.10-4 9.6 


Im Mittel K = 95.10-4 
Mit Salicylgelb G. 





Zusammensetzung der Loésung Pu | Pou {OH} K . 104 
+ 25cem 0,0l1n NaOH 10.20) 40 1.10-4 9.0 

5cem 0,05mol.}+ 5 -, i - 10,55 3,65 22.10-4 9 
Coniinbromid eo t = i 11,10) 3,10 80.10-4 53 
+20 , ‘a 1160 260 25.10°% 6,2 


Im Mittel K = 7.5.10~-4 


Im ganzen kénnen wir ein Mittel annehmen von K = 8(+ 1). 10-4, 
entsprechend py = 3,1. In der Literatur habe ich keine Angaben iiber die 
Konstante des Coniins gefunden. Wie zu erwarten war, verhalt das Coniin 
sich wie eine ziemlich starke Base und ist in dieser Hinsicht vergleichbar 
mit seiner Stammbase, dem Piperidin, das eine Konstante von 1,6. 10-3 
hat. Im Gegensatz zu den meisten anderen Alkaloiden ist Coniin auf alle 
gebrauchlichen Indikatoren titrierbar, sogar auf Phenolphthalein erhalt 
man eben noch richtige Resultate. Thymolphthalein darf dahingegen nicht 
mehr verwendet werden. 


1) L. Michaelis und A.Gyemant, diese Zeitschr. 109, 165, 1920. 
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CH, 
H,C CH 
H,C CH, 
ZO N 


Piperin: H,C 
oO CH—C H—C H—CH—CO 


Das Piperin ist ein Ester von Piperidin und Piperinséure, es ist also 
keine Base mehr. Bei meinen Versuchen verwendete ich eine Zubereitung 
von Kahlbaum, welche zweimal aus Alkohol umkristallisiert wurde, der 
Schmelzpunkt war 128,5°. Die Léslichkeit der Substanz in Wasser ist 
sehr gering, die Reaktion des Wassers wird dabei nicht geandert. Mit Farb- 
indikatoren konnte auch in Mischungen von Piperidin mit Salzséure keine 
basische Funktion nachgewiesen werden. Mittels Léslichkeitsversuchen 
konnte jedoch gezeigt werden, da die Substanz eine schwach basische 
Funktion hat. Wahrend die Léslichkeit des Piperins in Wasser nach meinen 
Versuchen bei 18° einer Konzentration von 1,4.10~-4 mol. entspricht 
(40 mg im Liter), ist sie in 0,1 n Salzséure 1,4 . 10-3 mol. (400 mg im Liter). 
Hieraus l46t sich berechnen, da® die Dissoziationskonstante des Piperins 
als Base etwa 6. 10-13, entsprechend py = 12,22 ist. 

Das Piperin hat praktisch also keine basische Funktion. Ich bemerke 
noch, daB F. Arnall') nach ganz anderer Methode bei 55° einen Wert fand von 


3,2 . 10-13, 
CH 

H,Cy \SC—COOCH, 

Arecolin: 


Fr. Miiller (|. c.) hat neulich die Konstante dieser Base berechnet 
aus seinen Messungen mit der Wasserstoffelektrode. Bei 17,5° fand er 
Ky = 1,5.10-‘, entsprechend px = 6,84. Ich hatte die Base nicht zur 
Verfiigung, so daB ich Miillers Wert iibernehme. Bei der Titration von 
Arecolin muf man einen alkaliempfindlichen Indikator verwenden; 
Methylrot ist noch zu séureempfindlich. Indikatoren, wie Methylorange, 
Dimethylgelb, Bromphenylblau miissen jedoch gute Werte liefern. 


H,C CH, 
f \—HC CH, 
Nicotin: | NCH. 


N 
Ich bin ausgegangen von einer Zubereitung von Merck, von der eine 
0,05 mol. Lésung in Wasser hergestellt wurde. 25 cem dieser Lésung nahmen 
auf Methylrot bis py = 5,75 (vgl. unten): 12,40 bzw. 12,42 ccm 0,1 n Salz- 
siure. Ganz rein war die Lésung also nicht; dies ergab sich auch aus der 
Hydroxylionenkonzentration derselben. Nach Messungen auf Thymol- 
phthalein als Indikator fand ich ein p, von 10,2, entsprechend einer 


1) F. Arnall, Journ. Chem. Soc. 117, 835, 1920. 
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Hydroxylionenkonzentration von 10-4. Hieraus berechnen wir eine 
Dissoziationskonstante von 2.10-’, wahrend wir nach untenstehender 
Tabelle im Mittel einen Wert von 7 . 10-7 fanden. Wie wir schon besprochen 
haben, hat eine geringe Verunreinigung nur einen unbedeutenden Ejinflu8 
auf das Resultat unserer Messungen. 


Erste Dissoziationskonstante von Nicotin bei 15°. 





Zusammensetzung der Loésung Py Indikator Pou [OH] K .10° 
watt 1,25 ecm 8,95 Phenolphthalein 5.25 5.7.10-* 65 
ee: | + 62 , loin| si Kresolrot 61 |8 .107| 8 
alt= - HC! | (7,05 Phenolrot ec a = . 
R52 | +s , 17.05 Bromthymolblau || i,t 71.10 6 


Im Mittel K, 7.10-7 


Im Mittel finden wir eine erste Dissoziationskonstante bei 15° von 
7.10-7 entsprechend einem px, = 6,16. Weil das Pyridin eine sehr 
schwache Base ist, so kénnen wir annehmen, daB diese Konstante der 
Pyrrolidingruppe gehért. 


Zweite Dissoziationskonstante von Nicotin. 





Zusammensetzung der Lésung py Indikator Pou (OH'} K 10"! 
a 43 Methylo e 99 | 1,25.10-1 | in 
628/ + 13,64¢em| on (4:25 Bromphenolbl. 9,95 | 1,13. 10-"° | 1,35 
r+ z\t =e : | Hel 3.25 Methylorange 10,85 14 . 10-1 14 

— a 240 TropaéolindO 1180 16 .10- 14 


Im Mittel K,—14.10-" 


Bei der Berechnung haben wir angenommen, da8 das Bi- und Monosalz 
beide denselben Dissoziationsgrad haben. Dies ist nicht ganz richtig, 
wahrscheinlich ist das Verhaltnis der Aktivitaten ungefahr 0,8. Mit dieser 
Annahme finden wir K, = 1,1. 10-1, entsprechend pg, = 10,96. Aus 
dem Werte der beiden Konstanten kénnen wir ableiten, da8B Nicotin nur 
als monosdurige Base genau titrierbar sein wird, und zwar lABt sich be- 
rechnen, daB das pq einer Lésung des Monosalzes gleich 5,75 sein wird. 
In dieser Weise ist Nicotin also auf Methylrot bis zum angegebenen pg 


titrierbar. 

rl H, 

H,C c C, CH,OH 

H 
Atropin: H,C—N c—OOC—CH 
| 

H,C Cc Cc C,H, 

H H, 


Das Atropin ist ein Tropanderivat, das mit der Tropasdiure verestert 
ist. Es ist eine tertidre Base, so daB zu erwarten ist, daB es eine ziemlich 
stark basische Funktion haben wird. Weil das Atropin ziemlich gut in 
Wasser lislich ist, habe ich zuerst Versuche gemacht mit der freien Base, 
von der ich in verschiedenen Konzentrationen die Leitfahigkeit und das py 
bestimmt habe. Es ergab sich jedoch, daB die wisserige Lésung sehr un- 
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bestandig ist; die Leitfahigkeit und die Hydroxylionenkonzentrationen 
nahmen beim Stehen stark ab. Es findet also eine Verseifung statt zu 
Tropin und Tropasaure, und es wird tropinsaures Tropin gebildet'). Das 
Px einer 0,0015 mol. Atropinlésung war nach einer Woche von 10,0 in 8,0 
geandert. (vgl. auch Fr. Miiller, |. c.). In Ubereinstimmung mit dem Oben- 
stehenden fand ich, daB die Léslichkeit des Atropins beim langeren Schiitteln 
mit dem Bodenkérper fortwahrend zunimmt. Nach ein- bis zweistiindigem 
Schiitteln bei 18° fand ich konstante Werte. Die Fliissigkeit wurde filtriert 
und 25cem mit 0,01 n Salzsiure auf Methylrot bis pr = 5,2 titriert. In 
dieser Weise fand ich eine Léslichkeit von 5,5 .10—3 mol., entsprechend 
einer Konzentration von 1,59 g im Liter oder 1: 625. Nach Angabe von 
Schmidt') betrigt sie im kalten Wasser 1: 600. Zur Ermittlung der Disso- 
ziationskonstante habe ich die Wasserstoffionenkonzentration bestimmt in 
frisch hergestellten Mischungen von Atropinchlorid mit Natron. Dabei 
wurde ausgegangen von Atropinchlorid von Merck von der Zusammen- 
setzung C,,H,,NO,HCl. 10cem einer 0,05 mol. Lésung nahmen nach 
Volhard titriert 4,97 cem 0,1 n Silbernitrat; auf Phenolphthalein mit Lauge 
titriert bei Anwesenheit von Chloroform 4,9 cem 0,1 n NaOH. 

In Mischungen von 0,01 mol. Atropinchlorid mit 0,01 n NaOH wurde 
Py in tblicher Weise bestimmt. Natiirlich wurde sofort nach dem Zusatz 
von Lauge gemessen. 


Dissoziationskonstante von Atropin. 





Zusammensetzung der Lésung ? Indikator ? [OH’"] 
Pu POH 


8.9 Thymolblau 1 53 5 10-6 


+ 0,5 ce 
+ 0,5 com 0,0I1n | 8,9  Phenolphthalein | ” 


+25 , jmaOk 9.9 Thymolphthalein 43 5 .10-5 
L = 10,4 a 3,8 1,6. 10-4 4 


Im Mittel K 45.10 


Im Mittel finden wir also einen Wert fiir die Dissoziationskonstante 
von 4,5. 10-5, entsprechend einem px von 4,35. 

Fr. Miiller (1. ce.) fand einen Wert von 10. 10-5; ich bin jedoch nicht 
iiberzeugt, ob seine Messungen mit der Wasserstoffelektrode ganz zuverlassig 
sind. Die von Weise und Levy?) bestimmte Konstante von 1,7. 10-! 
muB ganz fehlerhaft sein. Ich unterstelle, daB sie mit einer alten Atropin- 
lésung gearbeitet haben, in der alles Atropin zersetzt war. Aus der bekannten 
Dissoziationskonstante und Léslichkeit, 148t sich berechnen, da®B das 
Léslichkeitsprodukt von Atropin etwa 2,5 . 10—? bei 18° ist. Viel praktische 
Bedeutung hat dieser Wert nicht, weil das Atropin sich nur langsam aus 
iibersattigter Lésung abscheidet, so daB ein groBer Teil zersetzt werden 
kann. Impfen wird wahrscheinlich nétig sein. Aus der Dissoziations- 
konstante kann man ableiten, da8 die Hydrolyse von Atropinsalzen nur 
gering ist. Nach Berechnung ist das p, einer 0,05 mol. Atropinchloridlésung 
bei 16° 5,68, wihrend ich einen Wert von 5,8 auf Methylrot bestimmte. 
Im Schrifttum findet man iiber die Reaktion von Atropinsalzen falsche 


') E. Schmidt, Lehrb. d. pharm. Chem. 
2) Weise und Levy, Journ. Chim. et de Phys. 14, 261, 1916. 
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Angaben. So berichtet J. M. Me Gill'), da®B das p, in einer 0,1 bis 0,002 n 
Atropinsalzlésung schwankt zwischen 3,8 und 3,84! Masueci und Mo/fat *) 
bestimmten das pg von Handelszubereitungen und fanden in Atropinsulfat 
1: 20 eine Schwankung zwischen py = 4,39 bis 6,67. Hieraus ergibt sich, 
da8 sie zu saure und zu alkalische Praparate gehabt haben. Weingeist 
hat wenig Einflu8 auf die Farbe des Indikators, die Hydrolyse nimmt zu. 
Eine Mischung von 5ccem 0,05 mol. Atropinchlorid und 5cem 9%6proz. 
Alkohol hatte eine Farbe auf Methylrot, welche einem py von 5,2 in Wasser 
entsprach. Durch Zusatz von 0,25cem 0,01 n NaOH ist die Reaktion 
ganz alkalisch auf den Indikator, wahrend in wasseriger Lésung 0,1 ecm 
0,01 n NaOH schon geniigt. Auf Bromphenylblau ist die Reaktion sowohl 
in wasseriger wie in 50proz. alkoholischer Lésung alkalisch. In letzterer 
Lésung ist der Umschlag auf den letztgenannten Indikator scharf. Eine 
Mischung von 5cem 0,05 mol. Atropinchlorid und 5 ccm Weingeist wird 
von Bromphenolblau blau gefarbt; nach Zusatz von 0,1 ccm 0,01 n Salz- 
siure ist die Farbe griin, von 0,02 cem Saure gelb. Fiir die Titration in 
wasseriger Lésung ist Methylrot der geeignetste Indikator, fiir alkoholische 
Lésungen von Atropin ist Bromphenolblau vorzuziehen. 


H, H H, 
oe C > 
Tropacocain: H,CN.- CHO—C O—C,H, 
Cc (* Cc 
H, H, 


Benzoylpseudotropin. 


Dieses Alkaloid gehért seinem Vorkommen nach zu den Cocabasen, 
seiner chemischen Konstitution nach ist es aber ein typisches Tropaalkaloid. 

Bei meinen Versuchen verwendete ich Tropacocainchlorid, eine 
Zubereitung von der ,,Nederlandsche Cocainefabriek** von der Formel 
C,H,,NOC,H,OHCI. 20 ccm einer 0,1 mol. Lésung nahmen bei Anwesen- 
heit von Chloroform 20,0 ccm 0,1 n Natron auf Phenolphthalein. In 
Mischungen von 0,01 mol. Tropacocainchlorid und 0,01 n Natron wurde 
Py wieder kolorimetrisch bestimmt. Die erhaltenen Werte mit Phenol- 
phthalein als Indikator sind nicht zuverlassig und sind daher zwischen 
Klammern gesetzt; nach Zusatz dieses Indikators trat namlich eine 
Fallung ein. 

Dissoziationskonstante von Tropacocain. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator Pou [OH’] K . 10° 
_ 8.6 Kresolrot 56 | 23.10-6 21 
a + 0,5 cem 8.55 Thymolblau 5.65 ;“"° 9: 
E @<c (8,3. Phenolphthalein) 

—e-e* 1 0,0In | 8,85 Thymolblau 5.35 45.106 18 
SZ=)t* + (NaOH (86 Phenolphthalein) 

ES°1+25 , 9.5 Thymolblau 47 2,0. 10-5 2.0 
Sa 4 10,0 i 42 6,4. 10-° 1,6 
2° + ” (farbl. auf Tymolphthalein !) 








Im Mittel K — 1,9.10-5 


1) J. M. McGill, Journ. Amer. Chem. Soc. 44, 2156, 1922. 
2) Masucci und Moffat, Journ. Amer. Pharm.Assoc. 12, 609, 1923. 
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Im Mittel finden wir einen Wert von K = 1,9. 10-5, entsprechend 
Px = 4,32. Die Konstante ist also von derselben GréBenordnung wie von 
Atropin. 


Auch habe ich das Léslichkeitsprodukt des Tropacocains bestimmt 
(vgl. bei Cocain). Eine Mischung von 5 cem 0,1 mol. Tropacocainchlorid mit 
2cem 0,055 mol. Natron gab nach einem Tage Stehen noch eben einen 
Niederschlag von Tropacocain; mit weniger Lauge trat keine Fallung mehr 
ein. Das pg der obenstehenden Lésung war nach einem Tage 8,4, ent- 
sprechend einem pox = 5,8 und einer [OH'] = 1,6.10-° Aus der Zu- 
sammensetzung der Lésung und der Hydroxylionenkonzentration berechnete 
ich ein Léslichkeitsprodukt von 8 . 10-8. Hieraus und aus der Dissoziations- 
konstante finden wir, daB eine gesittigte wiisserige Tropacocainlésung bei 
15° eine Konzentration hat von 4,3 . 10-3 mol. (vgl. bei Cocain). 

Ein Salz des Tropacocains reagiert wegen der Hydrolyse schwach sauer. 
Fiir eine 0,1 mol. Chloridlésung berechnen wir ein pq von 6,0, waihrend ich 
auf Methylrot einen Wert von 5,8 fand. Uber die Titrierbarkeit der freien 
Base auf Methylrot und Bromphenolblau gilt dasselbe wie bei Atropin. 


H, H H, 

Cc C C 
Pseudotropin: | H,CN< CHOH. 

Cc C Cc 

H, H H, 


Das Pseudotropin ist stereoisomer mit dem Tropin. Ich erhielt die 
freie Base von der ,,Nederlandsche Cocainefabriek**. Eine 0,05 mol. Lésung 
reagiert auf Nitramin sogar schwach alkalisch, sie hatte ein pq von 11,5, 
entsprechend einer Hydroxylionenkonzentration von 0,002 n. 

Auch bei der Titration ergab sich, daB die Substanz eine ziemlich 
starke Base ist, weil das Trajekt zwischen Phenolphthalein und Methylrot 
nur gering war. 20 ccm meiner Stammlésung nahmen 9,50 ccm 0,1 n Salz- 
siure auf Phenolphthalein und 9,75 ccm auf Methylrot. 


Dissoziationskonstante des Pseudotropins. 





Zusammensetzung der Lésung Py | Indikator Pou [OH’) K .104 
7l +49 cem 0,01n HC!/11,25  Salicylgelb 2.95 | 1,13. 10-3 1,25 
38 +243, O,ln , | 10,40 a 3.80 16 .10-4 16 
= | ta . | 96) Thymolblau § 46 [25 .10-° 20 


Im Mittel K = 1,6.10-¢ 


Im Mittel finden wir also eine Konstante von 1,6. 10—4, entsprechend 
einem px = 3,80. Die Werte waren ziemlich schwankend, was wahrschein- 
lich einer Verunreinigung des Pseudotropins zugeschrieben werden muB. 
In Ubereinstimmung hiermit berechnete ich einen zu niedrigen Wert der 
Konstante aus der Hydroxylionenkonzentration bzw. Leitfaihigkeit der 
wisserigen Lésung der Base. Ich fand nimlich K = 8 . 10-5 bzw. 7 . 10-5. 
Veley') leitete aus zwei Messungen einen Wert ab zwischen 0,84 bis 
1,9. 10-9%, also viel zu niedrig. Beim Vergleichen der Konstanten von 
Atropin, Tropacocain und Pseudotropin finden wir, daB letztere Base die 


1) Veley, Journ. Chem. Soc. 95, 1, 1909. 
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gréBte Konstante hat. Die Esterbildung bei Atropin oder Tropacocain 
schwacht also die basische Funktion ab. 


H 
H, H COOCH, 
c —C C 
\ 
Cocain: H,CN CHOC OC, H, 
& Cc & 
H, H H, 


Benzoylecgoninmethy lester. 

Ausgegangen wurde von einem Praparat Cocainchlorid, das die 
..Nederlandsche Cocainefabriek Amsterdam‘‘ mir mit einigen anderen 
Cocaalkaloiden freundlichst zur Verfiigung gestellt hatte. Das Chlorid 
entsprach den Forderungen des Arzneibuches. Weil die Konstante des 
Alkaloids kleiner ist, als von Atropin, ist die Hydrolyse des Salzes gréBer 
als die des Atropinchlorids. 5ccem 0,05 mol. Lésung des Cocainchlorids 
nahmen bei Anwesenheit von 3 bis 5cem Chloroform 25,1'bzw. 25,2 cem 
0,01 n Natron auf Phenolphthalein. 

Die Dissoziationskonstante muBte in verdiinnten Mischungen von 
Cocainchlorid mit Lauge bestimmt werden, weil sonst das Alkaloid aus- 
kristallisierte. 


Dissoziationskonstante von Cocain. 





Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator Pou | [OH] K . 106 
5cem 0,01 mol. Cocainchlorid | Phenolrot 
Neutralrot 6.5 3.2.10"? 2.9 


+05cem 0,.0ln NaOH | 7, 
7 


Dasselbe 10mal verdiinnt } ” 
| Phenolrot) 


Phenolphthalein 


5 cem 0,01 mol. Cocainchlorid{ 8, 
8 Thymolblau 


+2,5ccm 00ln NaOH | aon 5,55 2,8.10-6 28 
Dasselbe 10mal verdiinnt | Ss ” , 

| 8,6 Phenolphthalein 
5 cem 0,01 mol. Cocainchlorid| 9,15 


+4cem 00ln NaOH | 9,20 Thymolbleu 
| 
j 


915 5,02 96.10-° 2.4 
Dasselbe 10mal verdiinnt 9°15 Phenolphthalein 
5 cem 0,01 mol. Cocainchlorid| 9,5 Thymolblau 47 2 10- 2} 
+45ccm 0,0ln NaQH | 9,5 | Phenolphthalein rf a ~~ 


Im Mitte! A 26.10-' 


Wir finden also einen recht konstanten Wert fiir K 2.6. 10-6, 
entsprechend einem px = 5,59 (15°). In guter Ubereinstimmung hiermit 
fand Fr. Miiller bei 24° K = 2,5.10-°, wahrend Veley') den ungenauen 


Wert von 2,5.10-7 gibt. 

Auch habe ich das Léslichkeitsprodukt des Cocains bestimmt. 2 ccm 
0,05 mol. Cocainchlorid wurde in Rohren von Resistenzglas mit ver 
schiedenen Mengen 0,01 n NaOH versetzt, umgeschiittelt und nach | Tag 
verschlossen Stehenlassen beurteilt. Die Resultate findet man in folgender 


Tabelle. 


1) Veley, Journ. Chem. Soc. 95, 1, 1909. 
Biochemische Zeitschrift Band 162. °] 
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Zusammensetzung der Lésung Nach 24stiind. Stehen 


+lecm 0,01n NaOH Keine Anderung 
| 15, = " Keine Anderung. pg = 7,8 
2ccem 0.05mol. }/+2 ,. A - Nach 4 Stunden schon wenig, schén 


Cocainchlorid gebildete Kristalle abgesetzt. 


+25. a - Kristallisation tritt bald ein. 


Aus diesen Daten kénnen wir das Léslichkeitsprodukt des Cocains 
einfach berechnen, und zwar ist es bei 15°: 1. 10-8. Hieraus und aus der 
bekannten Dissoziationskonstante des Cocains kénnen wir die Konzentration 
des ungespaltenen Alkaloids in der gesittigten Lésung ableiten, und zwar 
ist sie: 

L 10-8 


[COC .OH],,, = - ? es = 4. 10-3 mol. 


Die Konzentration des gespaltenen Teiles ist 10-4 mol., so daB die 
totale Léslichkeit des Cocains in Wasser 4,1 . 10-3 mol. ist. 

Ich habe auch noch untersucht, ob das Cocain imstande ist, als Saure 
aufzutreten. Jedoch wurde auf keinen Indikator eine nachweisbare Menge 
Lauge gebunden. Wenn das Cocain kurze Zeit mit Lauge gekocht wird, 
wird es quantitativ verseift, was ich durch verschiedene Versuche nachweisen 
konnte. 

Weil das Cocain eine schwachere Base ist als das Atropin, so ist die 
Reaktion des Chlorids saurer als die des entsprechenden Atropinsalzes. 
Ich fand in einer 0,05 mol. Cocainchloridlésung ein py von 4,7 (auf Methylrot 
und auf Methylorange), in einer 0,01 mol. Lésung pg von 5,2. Nach Berech- 
nung sollten diese Werte 5,05 bzw. 5,4 sein. Der Umschlag des Methylrots 
in wasseriger Lésung ist sehr scharf; 5 ccm 0,05 mol. Cocainchloridlésung 
war nach Zusatz von 0,05ccm 0,01 n NaOH vollkommen alkalisch auf 
diesen Indikator. In 50proz. alkoholischem Mittel ist der Indikator jedoch 
nicht zu empfehlen; der Umschlag ist unscharf. So nahm eine Mischung 
von 5cem 0,05 mol. Cocainchlorid und 5 cem 96proz. Alkohol 1 cem 0,01 n 
Natron, bevordieFarbe des Indikators von orange vollig in gelb verwandelt war. 

In verdiinnt alkoholischer Lésung ist Bromphenolblau wieder als 
Indikator zu empfehlen; der Umschlag auf diesen Indikator ist im letzten 
Falle viel scharfer als in wasseriger Lésung. So war eine Mischung von 
5 cem 0,05 mol. Cocainchlorid und 5 ecm 96proz. Alkohol mit Bromphenol- 
blau ganz blau gefairbt; nach Zusatz von 0,04 cem 0,1 n Salzséure war die 
Farbe gelb. 

Zuletzt bemerke ich noch, daB man die gebundene Salzséure an Cocain 
ganz scharf auf Phenolphthalein titrieren kann, wenn die Lésung am Ende 
der Titration wenigstens 50proz. Alkohol enthalt. 





H, H H COOH 

C. Cc C 
Ecgonin: | H,CN< CHOH. 

Cc Cc oc 

H, H, 


Das Ecgonin bildet das Verseifungsprodukt aller Cocaine. Die Tat- 
sache, daB die Ecgoninlésungen gegen Lackmus neutral reagieren, ver- 








OO se se eh 


10 com 


10 com 
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anlaBte Einhorn') zu der Annahme, da8 im freien Ecgonin die basischen 
und sauren Atomgruppen sich gegenseitig absaéttigen, wodurch eine betain- 
artige Bindung entsteht. 
HO—C,, Hy,=N H 
CoO O 
Nach den neueren Anschauungen von N. Bjerrum*) kénnen wir es 
jedoch wie ein Zwitterion betrachten. 


HO—C,, Hy;=N H* 
COO- 


Diese Annahme steht in bestem Einklang mit der Tatsache, da der 
gefundene Wert fiir die Konstante der sauren und basischen Gruppe sehr 
klein ist. In der Tat bestimmen wir nach folgender Methode die scheinbaren 
Konstanten k, und k,; die wahren Dissoziationskonstanten sind viel 
gréBer *). 

Ich ging aus von einer Zubereitung der ,, Nederlandsche Cocainefabriek“. 
Die 0,05 mol. Lésung hatte dieselbe Reaktion wie das Lésungswasser. 
In den folgenden Tabellen sind die Werte fiir die scheinbaren /Dissoziations- 
konstanten angegeben. 


Scheinbare Dissoziationskonstante k, des Ecgonins. 








Zusammensetzung der Lésung | py Indikator Pou | (OH) | kp- 1018 
acs [T 10 5cem 0,01 n) = 3,9  Methylorange 103 5.10 | 55 
3be > fy | 355 h 10,65 22.102 | 55 
2£8\ies » in 3,05 i 11,15 7,1.10-% Ti 
Im Mittel ky = 6.10-™% 
Scheinbare Dissoziationskonstante k, des Ecgonins. 
Zusammensetzung der Loésung Pu Indikator {H’] kg, . 1022 
eZg(+ 5 ccm 00ln NaOH 110.2 | Thymolphthalein | 6,4. 10-™ 7 
BEei+10 , , 110,55! Salicyigelb | 36.10" | 9 
eo8l4257 ofn 7 ans : 7110-2 | 7) 


Im Mittel ke = 8. 10-1 


Die scheinbare saure- und basische Dissoziationskonstante sind also 
von derselben GréBenordnung. k, = 8. 10—!2, entsprechend px, = 11,11; 
k, = 6.10-), entsprechend px, = 11,22. Wenn wir das Ecgonin als 
Zwitterion betrachten, so finden wir fiir die wahren Konstanten Kx, und Kz 


Kuo 10— 14.2 





ct. = 2 = = 10—2,98, 
K, k, 10—11,22 l 
K —14,2 
K,= _H,0 = 10 = ]0—309, 
B k, 10-1111 


1) Einhorn, Ber. 21, 3029. 
2) N. Bjerrum, Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 127, 1923; vgl. auch 


J. M. Kolthof/, Rec. Trav. Chim. 44, 68, 1925. 


21* 
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In dieser Weise ist das Verhalten der sauren und basischen Gruppe 
besser gedeutet. 

Aus dem Obenstehenden ergibt sich, da®B das Ecgonin auf keinen 
Indikator scharf titrierbar ist; weder als Séure noch als Base. 


H, 

Cc Cc C—COOH 
Anhydroecgonin: | H,;CN< SCH 

Cc by Cc 

H, H, 


Das Anhydroecgonin ist vollkommen vergleichbar mit dem Ecgonin. 
Die folgenden Versuche sind wieder mit einer Zubereitung von der ,,Neder- 
landsche Cocainefabriek** ausgefiihrt. 


Scheinbare Dissoziationskonstante k, von Anhydroecgonin. 








Zusammensetzung der Lésung Py Indikator PoH [OH’} kp». 1001 
al (+ 5 cem 0,01 n 43  Methylorange 9,9 | 1,25. 10-1 14 
SEse/+10 , , $2) 3,95 ‘ 10,25 |5,7 .10-" 14 
Scote _ 

#2 los » oin J 3,35 2 10,85 |14 .10- 14 
Im Mittel ky = 14.107" 
Pr, = 10,85 
Scheinbare Dissoziationskonstante k, von Anhydroecgonin. 
Zusammensetzung der Lésung Pu | Indikator {H’} kg 1011 

10 + 5 ecm 00ln NaOH 9,1 | Thymolblau 8. 10-10 9 
omens . 2 * 9,4 | as 4. 10-10 10 
reel 2S ea * 10,10} Thymolphthalein 8.10-"! 8 

Im Mittel ky = 9.10-"! 
Pr, 10,1 


Die wahren Dissoziationskonstanten betragen also: 


‘ 10—14.2 : 
K, = cas = 10—3.35, } 
» 10—14,2 
K, = aT = 10—4.1. | 
] 
Zu erwahnen ist noch, daB nach Veley (1. c.) ky» von Anhydroecgonin 
gleich 3,7 . 10—!! ist. 
H, H H : 
Cc Cc CCOOH ;' 
Benzoylecgonin: | H,CN< >C HOOCC,H,. 
Cc —C——_—_C 
H, H H, 
Die Versuche wurden wieder mit einer Zubereitung der ,, Nederlandsche 
Cocainefabriek“‘ gemacht. : 
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Scheinbare Dissoziationskonstante k, von Benzoylecgonin. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator | Pou {OH’} ky, . 1013 
Pe {+ 5ccm 0,01n HCI 3,4 Methylorange 10.8  16.10-" 18 

05 mo 

ce eS R 112 | 64, 10-12 1.6 


Im Mittel ky = 1,7.10-" 
pe, = 11,77 


Scheinbare Dissoziationskonstante k, von Benzoylecgonin. 





Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator {H") kg 1012 
com (+ 5 cem 0,01n NaOH 10,80) Thymolphthalein | 16.10" | 1,8 
0,05mol;+ 10 , = ms 11,1 | Nitramin 1s we 2 
Lésung|i 25 . Oln < 118 | > (16.102 | 16 


Im Mittel k, 18. 10-13 
Pk, 11,75 


Im Mittel finden wir also denselben Wert fiir k, und k,. Aus den 
gefundenen Werten leiten wir ab, daB die wahren Konstanten 
10-142 


yr wa Ko - 2.44. 
Ky K, 10—11,76 10 


Bei der Vergleichung von Ecgonin, Benzoylecgonin und Anhydro- 
ecgonin sehen wir, da8 die beiden wahren Dissoziationskonstanten am gréBten 
sind beim Benzoylecgonin, dann beim Eegonin und schlieBlich beim Anhydro- 


ecgonin. 
H 
Cc CH 
H,C- cu, H-CH,—HCr cH, © Bs 
Spartein: 
Hc. CHien, Hc CAalen, 
N N 


Die Konstitution des Sparteins als solche steht noch nicht fest, wahr- 
scheinlich hat es nach Mouwreu und Valeur') obengenannte Konstitution. 
Bei meinen Versuchen ging ich aus von einer Zubereitung, welche Prof. 
von Romburgh mir freundlichst zur Verfiigung gestellt hatte. Das Alkaloid 
bestand aus einer schwach gelb gefairbten, zihen Fliissigkeit, welche sich 
nur schwer in Wasser léste. Ich stellte eine 0,01 mol. Lésung her, welche 
nach Messungen auf Nitramin und Salicylgelb G eine Hydroxylionen- 
konzentration von 5 . 10-3 zu besitzen zeigte. Aus Titrationen auf Phenol- 
phthalein und Phenolrot ergab sich, daB8 die totale Konzentration der 
freien Base gleich 0,0094 mol. war. Aus diesen Werten berechnen wir eine 
erste Dissoziationskonstante K, = 5,7.10-3, entsprechend einem 
PK = 2,24*). 


1) Nach R. Woljffenstein, Die Pflanzenalkaloide, 3. Aufl., S. 195. 
2) Nach Veley, Journ. Chem. Soc. 95, 1, 1909, hat Spartein eine Kon- 
stante von etwa 10-3. 
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Ich habe den Wert der zweiten Dissoziationskonstante berechnet 
aus den Werten der Wasserstoffionenkonzentration in Mischungen von 
Mono- und Bichlorid des Sparteins. 


Zweite Dissoziationskonstante des Sparteins. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator PoH {OH’} Kz . 1010 

3.(t 10,34 ccm 5,7 Methylrot 8,5 3,2 .10-* 3,5 
Fes in ae « | 001n 5,35 a 885 14.10-° 3,5 
2% z\+ Mi . | HC! 48 is 940 4 .10-10 4 
“S7l+ 169 , 4,3. Methylorarge 9,9 8 .10-10 3,2 


Im Mittel K — 3,5. 10-1" 


Im Mittel finden wir einen Wert fiir K, von 3,5 . 10-10, entsprechend 
PK, = 9,46. Bei der Berechnung ist angenommen, da8 das Bi- und Monosalz 
denselben Dissoziationsgrad haben. Nehmen wir ein Verhaltnis von 0,8 an, 
so wird K, = 2,8. 10-19, 

Weil ich von der Reinheit des obengenannten Priparates Spartein 
weiter nichts wuBte und zu wenig vorlag fiir eine Reinigung, so habe ich 
auch mit einer Handelszubereitung Sparteinsulfat, das durch zweimalige 
Rekristallisation aus Alkohol-Ather gereinigt wurde, Versuche gemacht. 
Das gereinigte Praparat hatte die. Zusammensetzung C,,H,,N,H,SO,. 

Die 0,05 mol. Lésung hatte auf Methylorange als Indikator ein py 
von 3,3, wahrend dieser Wert nach Berechnung aus K, 3,1 betragen sollte. 


——— a ae 


Zweite Dissoziationskonstante des Sparteins. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator 





Pou | ([0H' K, . 1010 
40 Methylorarge | 102 64.10-" 5. 
44 a 9 ~ 16 . 19-10 6. 
4,8 Methylrot 94 4 .10-1 4 
5,35 3) 
5, 


ac -!1 


8,85 14.10-* 
85 | 3,2.10-° 3,5 


Im Mittel K,— 4,6. 10-1 


” 


5ccem 0,01 mol. 
Spartcinsulfat 


= 
‘ - 


— mm £2 Gite th 2 Oo et oe ea Se 


Auch hier haben wir eine gleiche Dissoziation fiir das Mono- und Bisalz 
angenommen. Die Ubereinstimmung zwischen dem hier gefundenen Wert 
von 4,6 . 10-1, entsprechend px, = 9,34 und dem beim Spartein gefundenen 
von 2,8 . 10-10 ist befriedigend. Aus der ersten und zweiten Dissoziations- 
konstante kénnen wir berechnen, da8 eine Lésung des Monosalzes des Sparteins 
ein py von 8,3 haben wird. Wenn wir also Spartein wie eine einsdéurige 
Base titrieren wollen, so mu8 die Bestimmung auf Phenolphthalein, Phenol- 
blau, Kresolrot oder Phenolrot als Indikator ausgefiihrt werden. Tatséch- 
lich erhielt ich mit den beiden letzten Indikatoren die scharfsten Resultate. 
Mit Methylrot erhalt man keine guten Resultate, so daB die Behauptung 
von P. W. Jenel'), Spartein sei auf Methylrot oder Phenolphthalein titrier- el 
bar, nicht richtig ist. 20cem 0,05 mol. Sparteinsulfat nahm 10,06 cem A 
0,1 n NaOH auf Phenolphthalein oder Thymolblau; 10 ccm auf Phenolrot n 
und Kresolrot. Besonders im letzten Falle war der Umschlag sehr scharf. b 
Der Erwartung nach wurde auf Methylrot zu wenig Lauge gebunden, al 


1) P. W. Jenel, Journ. Amer. Pharm. Assoc. 12, 107, 1923. vi 
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und zwar etwa 9,3ccm 0,1 n; der Fehler betrug also etwa 7 Proz. Der 
Umschlag war sehr vag. Fiigt man so viel Alkohol hinzu, da®8 die End- 
konzentration etwa 40 Proz. ist, so ist die Titration auf Methylrot auch 
scharf und genau ausfiihrbar. Ich habe alle obenstehenden Versuche mit 
0,01 mol. Lésungen wiederholt und habe auch hier bestatigen kénnen, 
daB die Titrationen auf Phenolrot oder Kresolrot die besten Resultate 
liefern. Man titriert dann, bis die Farbe der Lésung ganz rot geworden ist, 
und bestimmt das Spartein als monosdurige Base. 


C Hy 
H,C CH, 
Pelletierin: . 
H,C Cc H—C H,—C H,—C OH 
NH 
Das Pelletierin ist eine luftempfindliche, leicht verharzende Substanz, 
welches Verhalten aus der Anwesenheit der Aldehydgruppe erklart wird. 
Zuerst habe ich Versuche gemacht mit dem freien Alkaloid. Dazu wurden 
Zubereitungen von Merck verwendet, welche dunkel aussahen und sich 
mit dunkelbrauner Farbe in Wasser lésten. Der Berechnung nach miibte 
die Konzentration der von mir verwendeten Lésung etwa 0,05 mol. sein; 
in Wirklichkeit war sie nach den Resultaten von konduktometrischen 
Titrationen um 0,0113 mol. Die Lésung rétete Phenolphthalein nicht; 
auch aus vielen anderen Versuchen konnte ich die Folgerung schlieBen, 
daB die Préparate zum gréBten Teil verharzt waren. Die Werte, welche 
ich bei der Feststellung der Neutralisationskurve erhielt, waren also nicht 
zuverlassig. Daher bin ich fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstante 
des Pelletierins vom salzsauren Salz ausgegangen, das von Merck bezogen 
wurde (purissimum). Das Hydrochlorid ist stark wasseranziehend und 
war dann auch in den kleinen Flaschen in eine Fliissigkeit iibergegangen. 
Ich stellte eine etwa 0,1 mol. Lésung her, welche nach der Volhardtitration 
0,094 n war. In Ubereinstimmung damit nahmen 10 ccm bei Anwesenheit 
von Chloroform und Weingeist (Chloroform allein geniigt nicht) 9,45 ccm 
0,1n NaOH auf Phenolphthalein. Zur Bestimmung der Dissoziations- 
konstante habe ich in Mischungen von 0,01 mol. Pelletierinchlorid mit 
0,01 n Natron das py bestimmt. 


Dissoziationskonstante von Pelletierin. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator Pou [OH] K . 10° 
10 ccm | + leem ex || 84 Phenolphthalein 58 16, 10-6 14 
OM mel. } 42 =o 89 53 | 5 .10-¢ 2 

Pelletierin- - = | s3 a ” a - - f 9 
chlorid TS « a 95 i 47 2 .10 p4 


Im Mittel A 18.10 


Wir finden einen Wert fiir die Dissoziationskonstante von 1,8 . 10-5, 
entsprechend py = 4,75. Die Konstante ist also ebenso groB wie die des 
Ammoniaks. Weil das Pelletierin eine sekundire Stickstoffbase ist, wiirde 
man eine gréBere Konstante erwartet haben; wahrscheinlich wird die 
basische Funktion durch das Vorhandensein der Aldehydgruppe etwas 
abgeschwacht. Der Berechnung nach miiBte eine 0,1 mol. Pelletierinchlorid- 
lésung ein pq von 5,12 haben. Die oben verwendete Lésung hatte ein py 
von 4,75. In wasseriger Lésung kann das Pelletierin ebenso wie Ammoniak 
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am scharfsten auf Methylrot titriert werden, jedoch sind auch Methylorange, 
Bromphenolblau und Dimethylgelb zu verwenden. Bei der Bestimmung 
von Pelletierin in Drogen wird bei Anwesenheit von Ather titriert. Dadurch 
wird der Umschlag unscharfer. Hieriiber werde ich an anderer Stelle aus- 
fiihrlicher berichten. 


Alkaloide der Chinarinden. 


H 
H,C C CH—C H—-C H, 


CH, 
\ OH CH, 
——C HC N CH, 
H 
H,C O 


Chinin: 


N 

Weil . Schoorl') schon eine ausfiihrliche Mitteilung iiber die Titrierbar- 
keit der Chinaalkaloide veréffentlicht hat, werde ich nur einen Teil meiner 
Resultate mitteilen. Fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstanten 
bin ich ausgegangen von zwei ganz reinen Zubereitungen Chininhydrochlorid. 
Die eine war von Prof. Schoorl gereinigt worden und ist in seiner Mitteilung 
beschrieben. Bei der Feststellung der ersten Dissoziationskonstante habe 
ich mit Mischungen von 0,00333 mol. Chininhydrochlorid und 0,01 n 
Natron gearbeitet. Die Verdiinnung muBte so groB genommen werden, 
weil sonst das Alkaloid gefallt wurde, bevor die Messungen ausgefiihrt 
werden konnten (vgl. unten beim Léslichkeitsprodukt). Phenolphthalein 
konnte bei den Bestimmungen nicht als Indikator verwendet werden, 
weil es vom freien Chinin gefallt wird. Auch Thymolblau gibt eine schwache 
Fallung, jedoch scheint der verursachte Fehler hier nicht groB8 zu sein. 


Erste Dissoziationskonstante von Chinin. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator Pou [OH'} K,.10 
+ 0,5 ecm 7.15 Phenolrot 6.95 | 1,13.10-7 1.0 
gst + 05 | ot (7,30| Neutralrot 6.8 16 .10-7 1,44) 
Sms) + S. » sae 7,6 Phenolrot 66 (25 .10-7 1,0 
ee6li25 ; | $2 83 Kresolrot 59 125. 10-¢ |) 95 
’ + 25 a 8.3 | Thymolblau 5.9 125.10-¢ | 3 
Im Mittel K,— 1,08. 10-° 
Im Mittel finden wir einen Wert fiir K, = 1,08 . 10-6, entsprechend 


Px, = 5,97. Wahrscheinlich ist der Wert etwas zu klein gefunden, wegen 
des nicht korrigierten Salzfehlers der Indikatoren. Der von Veley*) ge- 
fundene Wert von 2,16.10-—7 ist bestimmt zu klein, denn aus der Leit- 
fahigkeit einer gesattigten Chininlésung berechnete ich eine Konstante 
von 3. 10-° bei 18°. Besser steht der von mir gefundene Wert in Einklang 


1) N. Schoorl, Rec. Trav. Chim. 41, 228, 1922. 
2) Veley, Journ. Chem. Soc. 95, 758, 1909. 
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mit dem von Barrat'), der 2,6. 1@-°®, und dem von P. Mauz?), der bei 18° 


K = 1,7.10-° fand. Bei der Bestimmung der zweiten Dissoziations- 
konstante habe ich p, bestimmt in Mischungen von 0,01 mol. Chinin- 
monochlorid und 0,01 n Salzséure. Ich habe die totale Konzentration 


klein gehalten, weil in gréBeren Konzentrationen der Salzfehler der groBen 
zweiwertigen Chininionen wahrscheinlich eine groBe Rolle spielt. Trotzdem 
die Versuche oft wiederholt sind, habe ich keinen konstanten Wert fiir die 
zweite Dissoziationskonstante gefunden. sondern einen regelma®igen 
Gang wahrgenommen. Als Indikatoren habe ich Methylorange oder Methy1- 
rot verwendet. Bromphenolblau konnte leider nicht benutzt werden, 
weil die Farbe in den Alkaloidsalzmischungen anders war als in den Puffer- 
mischungen. In den Chininsalzlésungen war die alkalische Farbe des 
Indikators rein blau, er verwandelte die Farbe nach gelb, ohne den be- 
kannten Dichromatismus zu zeigen. Bei den Berechnungen ist die Hydrolyse 
in Betracht genommen; weiter haben wir angenommen, daB das Mono- 
und Bisalz des Chinins denselben Dissoziationsgrad haben. 


Zweite Dissoziationskonstante des Chinins. 





Zusammenstellung der Lésung Pu Indikator Pou [OH"] K .101 
ese 33 + 05 ecm ) 5.1 Methylrot 91 8 . 19-10 09 
SEEES( +25 , 10" 435 Methylorange 9,85 1,4. 10-1 14 
eséeslia 7° J“ I39 : 10.25} 5.7.10 | 23 


Im Mittel K, 15.1071 


Weil die Konstante regelmaBig gréBer wird je saurer die Lésung wird, 
so habe ich auch die Neutralisationskurve des Chininmonochlorids mit 
Salzsiure mit Hilfe der Chinhydronelektrode bestimmt. Ich bin dabei 
ausgegangen von 250 ccm 0,01 mol. Chininmonochlorid, welche mit 0,1 n 
Salzsiure titriert wurde. Die Resultate sind in untenstehender Tabelle 
mitgeteilt. 


Zweite Dissoziationskonstante des Chinins (Chinhydronelektrode). 
250cem 0,01 mol. Chininmonochlorid, titriert mit 0,1 n Salzséure. 





Zugetugt ccm 0,1n Salzsaure Pu Pou [OH"| K, . 10! 
0 6,23 797 1.08 .10-° — 
1,05 5,66 8.54 29 .10-° 12 
2,5 5.35 8.85 14 .10-* 1.55 
5,0 5,02 9.18 66 .10-1° 1.65 
12.5 4.54 9.66 22 .10-%° 22 
20,0 4,05 10,15 7,1 .10 28 
22.5 3.81 10,39 41 10°)! 3,6 
240 3,66 10.54 29 .1071! o- 
25,0 3,61 10,59 26 .10°) — 
26,0 3,51 10,69 2.04 10-1! ro 
27.5 3.40 10.80 16 .10-1! _ 
30,0 3,25 10,95 113 .10-" om 


Im Mittel K, = 2,2. 10-' 


1) Barrat, Zeitschr. f. Elektrochem. 16, 130, 1910. 
2) P. Mauz, Physik.-chem. Unters. iiber Alkaloide. Dissertation 
Stuttgart 1904. 
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In allen Fallen fanden wir mit der Chinhydronelektrode Werte fiir dis 


Wasserstoffionenkonzentration, welche etwas kleiner waren, als die, welche 


kolorimetrisch gefunden sind. Der Unterschied ist nicht groB. Ubrigens 
finden wir auch hier wieder den Gang in den Wert der Konstante, welche 
zunimmt, je saurer die Lésung wird. Wahrscheinlich ist die Aktivitat 
der zweiwertigen Chininionen viel geringer als die der einwertigen. Wit 
haben gerechnet, daB beide dieselbe Aktivitat haben, wodurch ein zunehmen- 
der Wert fiir die Konstante in saurer werdenden Lésungen gefunden werden 
mub. 

Die Ubereinstimmung zwischen den Mittelwerten der nach kolorimetri- 
schem und elektrometrischem Weg gefundenen Konstante ist sehr be- 
friedigend. Wir kénnen annehmen, da sie bei 15° 2 . 10-1! betragt, ent- 
sprechend einem px, von 9,7. Dieser Wert liegt zwischen dem von Veley 
(l.c.) und Barrat gefundenen: namlich von 3,3.10—-! bzw. 1,3. 10-19. 
J. Arnall') leitete aus Messungen bei 55° einen Wert ab von 2,35. 10-°. 
Jedoch nahm er einen Wert fiir das Ionenprodukt von Wasser an von 
1,2. 10-14, also viel zu niedrig. Wahrscheinlich ist das Produkt etwa 
sechsmal gréBer, so daB wir dann berechnen, daB K, gleich 4.10—!° bei 
55° ist. Das Léslichkeitsprodukt des Chinins wurde in derselben Weise 
bestimmt, wie das bei Cocain beschrieben ist. Zu 5 cem 0,05 mol. Chinin- 
chlorid fiigte ich verschiedene Mengen 0,01 n Natron und beurteilte die 
Mischungen am nachsten Tage. 


Léslichkeitsprodukt von Chinin in 0,05 mol. Chininchlorid. 





: Am niichsten Tag 
Zusammensetzung der Lésung —— 


Aussehen Pu Pou [OH'} 

Fn + 14cem) klar —- _- _— 
= +16 , ! we. Spur opalezent 7,3 69 | 126.10 
chlorid '+ 18 , | Chinin in zusammenhangenden 7.3 6.9 1.26.10 


Massen abgesetzt 


Hieraus laBt sich ableiten, daB das Léslichkeitsprodukt iiberschritten 
wird, wenn die Konzentration an Monochlorid gréBer als 3,5 .10-—2 und 
zu gleicher Zeit [OH’} gréBer als 1,26. 10-7. Das Léslichkeitsprodukt von 
Chinin ist dann: 


Lenin = [Chin OH] (OH’] = 3,5. 10-2. 1,26. 10-7 = 4,4. 10-9. 


Hieraus und aus der bekannten ersten Dissoziationskonstante berechnen 
wir eine Léslichkeit von Chinin in Wasser von 4,05.10-3. Bei der Aus- 
fiihrung der Versuche mit Mischungen von 0,01 mol. Chininchlorid und 
Natron fand ich ein Léslichkeitsprodukt von 2. 10—9%, entsprechend einer 
Léslichkeit in Wasser 1,9 . 10-3 mol. Auch diese letzte Zahl ist jedoch noch 
zu groBb, denn nach den Versuchen von Mauz (l. c.) ist die Konzentration 
einer gesittigten Chininlésung = 6 . 10-4 mol. bei 18°, und nach eigenen 
Bestimmungen mit Chinin mit 3 Molen Kristallwasser 6,55 . 10-4 mol. 
Hieraus und aus der ersten Dissoziationskonstante ergibt sich, daB das 
wahre Léslichkeitsprodukt von Chinin etwa 7.10~-! ist. Im Chinin- 


1) J. Arnall, Journ. Chem. Soc. 117, 835, 1920. 
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monochlorid finden wir einen gréBeren Wert, der mit steigender Konzentration 
des Salzes zunimmt. Ob wir hier mit einer zunehmenden Léslichkeit des 
Chinins zu tun haben oder mit einer Mischkristallbildung, habe ich nicht 
weiter untersucht. 

Das py einer 0,1 bis 0,01 n Chininmonochloridlésung ist nach W. J. M. 
Mc Gill") 5,98; nach Masucci und Moffai*) schwankte das pg von Handels- 
zubereitung in 5proz. Lésungen (?) zwischen 5,60 und 5,92. N. Schoorl 
(l. ec.) fand in seinen reinen Praéparaten in 0,1 n Lésungen ein pq von 6,1, 
wahrend ich in Ubereinstimmung damit in 0,1 und 0,01 mol. Lésungen 
ein py zwischen 6,1 und 6,0 fand (Methylrot). Mit der Chinhydronelektrode 
bestimmt, fand ich in 0,01 mol. -Lésung ein pg von 6,23, wihrend der Wert 
nach der Berechnung aus den beiden Dissoziationskonstanten 6,28 betragen 
miBte. 

In Chinindichloridlésungen aus dem Handel (1:20) fanden Masucc: 
und Moffat py zwischen 2,45 und 2,79. Dies wiirde auf eine grobe Ver- 
unreinigung an freier Séure hinweisen. Schoorl fand das py einer 0,1 mol. 
Chininbichloridlésung auf 3,5 mit Methylorange als Indikator, wahrend 
ich in einer 0,01 mol. Lésung ein pq von 3,61 fand (mit der Chinhydron- 
elektrode bestimmt). Ich weise darauf hin, daB das py einer Chininbichlorid- 
lésung sich durch Zusatz von wenig Séure oder Monosalz nur wenig Andert. 
Daher ist die Titration von Chinin als zweiséurige Base auf keinen Indikator 
genau durchzufiihren. 

Uber die Titration von Chinin als monoséurige Base hat Schoor! aus- 
fiihrlich geschrieben. Wenn man von der sauren Seite kommt, empfiehlt 
er die Verwendung von Methylrot und Neutralrot hintereinander. Ich ziehe 
die Verwendung von Bromthymolblau vor und titriere, wenn man von 
der sauren Seite kommt, so weit, bis die Farbe sich in griin andert. 

Bei Anwesenheit von nicht zu viel Weingeist ist Bromkresolpurpur 
als Indikator zu empfehlen. Eine Mischung von 5 ccm 0,05 mol. Chinin- 
monochlorid und 3 ccm starkem Weingeist ist eben noch ganz sauer auf 
den Indikator. Fiigt man 0,1 ccm 0,01 n Lauge hinzu (d. i. 0,4 aq. Proz.), 
so wird die Farbe griingelb, nach Zusatz von 0,2 ccm 0,01 n Lauge ist die 
Farbe griinblau. Wenn man dafiir Sorge tragt, daB der Weingeistgehalt 
beim Endpunkte zwischen 35 und 40 Proz. schwankt, so erhalt man mit 
Bromkresolpurpur ganz genaue Resultate, was ich durch verschiedene 
Titrationen mit wechselnden Konzentrationen an Chinin bestatigen 
konnte. So nahm eine Mischung von 10 ccm 0,1 mol. Chininmonochlorid 
mit 5cem 0,1 n Salzsiure und 12 ccm starkem Weingeist 4,95 ccm 0,1 n 
Lauge, bevor die Farbe anfing, etwas von rein gelb abzuweichen; nach Zusatz 
von 5,00 ccm Lauge war sie gelbgriin und von 5,08 ccm Lauge blaugriin. 
Bei Anwesenheit von 16 ccm Weingeist wurden dieselben Resultate ge- 
funden. 

Chinidin ist stereoisomer mit Chinin. 

Bei meinen Versuchen ging ich aus von einer reinen Zubereitung 
Chinidinsulfat der ,,Amsterdamsche Kininefabriek* aus. Ich stellte eine ge- 
sittigte Lésung bei 18° her, welche eine Konzentration von 0,026 mol. 
hatte und ein py von 5,9. Fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstanten 
wurde die Lésung viermal bzw. zweimal verdiinnt. 


1) W.J.M. McGill, Journ. Amer. Chem. Soc. 44, 2156, 1922. 
2) Masucci und Moffat, Journ. Amer. Pharm. Assoc. 12, 609, 1923. 
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Erste Dissoziationskonstante von Chinidin. 





Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator [OH'| K, . 10° 

20 com (+ ipoema) 7,75 Phenolrot 3,6. 10-7 3,2 
mesmo +226 , 7; wn | 8,15 | Kresolrot 9 .10-7 3,8 
sulfat oo 8.6 4 .10-6 40 


Im Mittel K, 3.7. 10-' 


Phenolphthalein und Thymolblau wurden vom freien Chinidin gefiallt 
und waren als Indikator nicht zu verwenden. Fiir K, finden wir also einen 
Wert von 3,7.10~—°, entsprechend py, = 5,43. Veley (l.c.) fand den 


falschen Wert von 2,4. 10-/. 


Zweite Dissoziationskonstante des Chinidins. 





Zusammensetzung der Lésung = Py Indikator Pou [OH'] Ky .10! 

an (* ane 5,1 Methylrot 91 8 .190" 0,9 
0013mol.! ) 9 9¢ 001 n = 5 2°90 -} . 
Chinidin- + 2,26 ,, | Hc | 4! - 95 32 .10-%° 08 

sulfat (+ 65 43 Methylorange 9,9 1,26.10° 1,26 


Im Mittel K, — 1,0. 10-' 


Wir haben ebenso wie beim Chinin angenommen, daB das Mono- und 
Bisalz dieselbe Aktivitét besitzen. Unser Wert fiir K, = 1,0. 10-1, 
entsprechend PK, = 10,0, ist kleiner als der von Veley angegebene, namlich 
von 3,3.10-'. Der von Arnall bei 55° bestimmte Wert ist 2,5. 10-10 
(korrigiert von mir). Das Léslichkeitsprodukt von Chinidin wurde bestimmt 
in Mischungen von 4ccm 0,013 mol. Chinidinsulfat mit 0,01 n Natron. 
Erst nach Zusatz von 0,8 cem 0,01 n Natron erhielt ich am nachsten Tage 
eine Fallung; das pq der obenstehenden Lésung war 7,6, also poy = 6,6 
oder [OH’) = 2,5.10-7. Hieraus berechnen wir ein Léslichkeitsprodukt 
von Chinidin: 


Lehinidin = [Chinid. OH"}(OH’) = 2,5. 10-9. 


Aus diesem Werte und der ersten Dissoziationskonstante berechnen 
wir eine Léslichkeit von Chinidin in Wasser von 6,7. 10-4 +- 0,5.10-4 
= 7,2.10—4 mol. 


Cinchonin (Konstitution: Chinin ohne Methoxylgruppe). Bei den 
Versuchen ging ich aus von Cinchoninsulfat einer reinen Zubereitung der 
»Amsterdamsche Kininfabriek*‘. 25 ccm der bei 18° gesattigten wiasserigen 
Lésung nahmen bei Titration auf Phenolphthalein bei Anwesenheit von 
Chloroform und Weingeist 9,73 bzw. 9,76cem 0,1 n Natron. Dies ent- 
spricht einer Léslichkeit von 0,039 n oder 1,41 g (C,,H,.N,O),H, SO, 2 H,O 
im Liter oder 1:71. Nach Angaben in Schmidt (1. c.) ist sie bei 13° 1 : 65,5. 
Die gesattigte Lésung hatte ein py von 5,8. 


Bei der Bestimmung der ersten Dissoziationskonstante mufte in stark 
verdiinnter Lésung und bei niedriger Alkalitaét gearbeitet werden wegen 
der sehr geringen Léslichkeit des Cinchonins. 





W com 


CA anaes 
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Erste Dissoziationskonstante von Cinchonin. 








Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator Pou [OH’] K, . 06 
EEGs + 0,978 cem | c= | 7,3 Phenolrot 69 1,25.10°7 1,12 
2445 Silo . ; : 
R22 21+19 , oF || 7,8 a a? Ts 1.6 





Im Mittel K,— 14. 10-* 


Veley (l. c.) fand einen Wert von 1,63 . 10-7, also zu niedrig. In guter 
Ubereinstimmung mit meiner Bestimmung fand Mauz (|. c.) aus der Leit- 
fahigkeit einer gesittigten Cinchoninlésung bei 25° ein K, = 1,2. 10—°, 
wahrend der von mir bei 15° gefundene Wert 1,4 . 10-© ist, entsprechend 
Pr, 5,85 ist. 

Bei der Berechnung der zweiten Dissoziationskonstante nahmen wir 
wieder einen analogen Gang wahr, wie bei Chinin beschrieben ist. 


Zweite Dissoziationskonstante von Cinchonin. 


7 








Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator’ Pou [OH'] K, .10! 
ati. hey ecm |5,1 Methylrot 91 |8 10-10 0.9 
gesel+194 , (25/475 - 945 36 .10-° O89 
oe 28 | +484 ,. ==/43  Methylorange 99 1,75. 10-1 1,26 
=O (4874 , 3,5 Mi 10.7 2 .10- 18 


Im Mittel K,— 1,2. 10-'° 
Pr, 


Veley (l.c.) fand K, = 3,2.10-1!°, waihrend Biddle und Watson") 
bei 25° einen Wert von 2,05.10-—1° fanden. Aus den Resultaten von Arnall 
berechne ich bei 25° K, = 3,3.10-!©. Das Léslichkeitsprodukt wurde 
bestimmt in Mischungen von 0,00975 mol. Cinchoninsulfat mit 0,01 n 
Natron. Es ergab sich, da8 eine Mischung von 5ccm Sulfat mit 0,2 ccm 
Natron nach langem Stehen eine Fallung gab, bei Anwesenheit von 0,3 
bzw. 0,4cem Natron trat sofort eine Fallung ein. Alle Lésungen hatten 
nachher ein py von 6,0 oder ein poy von 8,2, entsprechend [0 H’} = 6,4. 10-°%. 
Hieraus ergibt sich das Léslichkeitsprodukt 


Leincbonin = [Cinch. OH’]([OH’) = 6. 10-1 


Hieraus und aus der ersten Dissoziationskonstante berechnen wir 
eine Léslichkeit des Chinchonins von 4,8.10-°%, entsprechend 14,4 mg 
im Liter. Mauz fand bei seinen genauen direkten Bestimmungen eine 
Léslichkeit von 21 mg im Liter oder 1: 47652. Wahrscheinlich ist diese 
Léslichkeit noch etwas zu hoch. Eine genaue direkte Bestimmung ist fast 
nicht mehr médglich. 

Uber die Titrierbarkeit des Cinchonins gilt duenalbe. was bei Chinin 
gesagt ist. 

Cinchonidin ist stereoisomer mit Cinchonin. 

Bei den Versuchen ging ich aus von Cinchonidinsulfat, einer reinen 
Zubereitung der ,,Amsterdamsche Kininfabriek*‘, 25ccm einer bei 18° 
gesittigten wasserigen Lésung, nahmen auf Phenolphthalein bei Anwesen- 


1) Biddle und Watson, Journ. Amer. Chem. Soc. 89, 968, 1917. 
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heit von gleichen Volumen starkem Weingeist 8,60 bzw. 8,60 ccm 0,1 n 
Natron. Dies entspricht einer Konzentration von 0,0324n oder 1,286 g 
(C,,H,,N,O),H,SO,6H,O im Liter. Nach Schmidt ist die Léslichkeit 
bei 12° 1: 97,5, wahrend ich bei 18° 1:78 finde. Die gesattigte Lésung 
hatte ein py von 6,2. 


Erste Dissoziationskonstante von Cinchonidin. 











Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator Pou [OH'] K, .1 
Bee | + leem | «= 7,4 Phenolrot 6,8 1,6. 10-7 14 
32 ai+2 . s< 7,8 Kresolrot 6.4 33 1.6 
ces$lis > Jez |isas " 5.75 | 1,7.10-8 17 

Im Mittel K, = 1,6. 10-* 
. 5.80 
Px, ». 
Veley (l. c.) fand den zu niedrigen Wert von 3,7 . 10-7. 

Zweite Dissoziationskonstante von Cinchonidin. 
Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator | Pou [OH’] Kz . 101° 
Se es +1 ecm , 15,1 Methylrot 91 8 .190-1 09 
os38/+25 , $sS | 455 Methylorange | 9,65 2,2.10-1 0,9 
Seeks * c~ 
~ | “6 < }4,2 . 10,0 | 1,0.10-1° | 1,0 


Im Mittel AK, 0,93 . 10-18 
Px, 10,03 


Veley fand einen Wert von 3,3. 10—10, 


Bei der Bestimmung des Léslichkeitsproduktes wurde folgendes 
wahrgenommen. 





Zusammensetzung der Lésung Beurteilung am nichsten Tag 


5eem 0,0086n Cinchonidinsulfat 

+leem 00lnNaOH .,..... | klar geblieben 
5cem 0,0086n Cinchonidinsulfat 

+12cem 0,0lnNaOH.... . | wenig Kristalle abgesetzt py — 7,6 
5eem 0,0086n Cinchonidinsulfat " 

+ 15cem 00lInNaOH.....  wenig Kristalle abgesetzt py — 7,65 


In der zweiten Lésung haben wir also ein poy von 6,6 oder eine Hydr- 
oxylionenkonzentration von 2,5.10-7. Hieraus und aus der Zusammen- 
setzung der Lésung berechnen wir ein 


Leinchonidin = 1,38 . 10-9. 


Aus K und L finden wir dann eine Léslichkeit des Cinchonidins in 
Wasser von 9. 10-4 mol.; oder 265 mg im Liter. 
Uber die Titration von Cinchonidin vergleiche bei Chinin. 


Zusammenfassend finden wir fiir die wichtigsten Chinaalkaloide die 
folgenden Konstanten: 











Z 
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Alkaloid Ky Ke Léslichkeitsprodukt 
a a a: oe 4 ee 1,08 . 10-® 2 .10-10 44.10-° 
.. « < as 0&6 3.7 .10-¢ 10, 10-1 25.10-* 
a es ke 14 .10-6 12 .10-1 6 .10°! 
Cinchonidin ..... 16 .10-° 0,9 . 10-1 14.10-° 

Cuprein hat dieselbe Konstitution wie Chinin, enthalt statt der 


Methoxylgruppe eine OH-Gruppe. 

Bei den Versuchen ging ich aus von Cupreinsulfat, das zweimal aus 
Wasser umkristallisiert wurde. Die bei 18° gesittigte Lésung wurde ein- 
gedampft und bei 100° getrocknet. Der Riickstand entsprach einer Léslich- 
keit von 1,855 . 10-3 n oder 0,666 g anhydrischem Cupreinsulfat im Liter. 
Die gesattigte Lésung hatte eine Aquivalentleitfahigkeit bei 18° von 81,8. 
Wenn wir annehmen, da8 die Aquivalentleitfahigkeit bei unendlicher Ver- 
diinnung 90 ist, so ist der Dissoziationsgrad der gesattigten Lésung gleich 0,91. 

Die gesittigte Lésung hatte ein pq von 5,8. 

Vom Cuprein wurde nun die erste Dissoziationskonstante bestimmt. 


Erste Dissoziationskonstante von Cuprein. 





Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator Pou [OH] kK, .10° 
e¢ e -_ -. € - 
Ee fs { + 0,18° ecm } sx 6,7 Phenolrot 75 3 .10-° 2.7 
2=63)+9037 , (23 7; . 7,2 | 64.10-* 26 
=-=72 a° | —-Z wer 44 ) 9 
oO +092 . 7.65 i 6.55 28.10 28 
Im Mittel A, = 2,7. 10 
Pr 6,57 
1 


Eigenartig genug finden wir, daB die erste Dissoziationskonstante 
von Cuprein vier- bis fiinfmal kleiner ist als die der anderen Chinaalkaloide. 
Wahrscheinlich schwacht die freie Hydroxylgruppe die basische Funktion 
etwas ab. 

Hydrochinin (Zubereitung ,,Amsterdamsche Kininfabriek**). 

Von der mir zur Verfiigung stehenden Zubereitung wurde eine 0,1 mol. 
Lésung in Uberschu8 Saure hergestellt. Der Uberschu8 wurde auf Methylrot 
bis pq 5,9 zuriicktitriert. 10ccm der 0,1 mol. Lésung hatte 10 cem 0,1 n 
Saure gebunden. Das Zuriicktitrieren mit Lauge muB sorgfaltig geschehen, 
weil das durch drtlichen Uberschu8 frei gestellte Alkaloid ausgefallt wird, 
und sich dann nur ziemlich langsam wieder lést. 

Aus der Standardlésung wurde genau eine 0,005 mol. Lésung des 
Monochlorids hergestellt. Das py war 5,85. 


Erste Dissoziationskonstante von Hydrochinin. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator Pou [OH’] K . 10° 
10 cem 0,005 mol. Chlorid { 7,85 Phenolrot 635 45 10-7) ge 

+ 0,05 cem 0,ln NaOH | 7,9 Neutralrot 63 ay a * 
10 ccm 0,005 mol. Chiorid 

+ 0,leem 0,ln NaOH 

+ l0cem Wasser. . . 83 Kresolrot 5.9 1,25 . 10-* 5 


Im Mittel K, — 4,7 .10-° 


Px, = 5,33 
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Starker alkalische Mischungen konnten nicht gemessen werden, wei! 
das freie Alkaloid mit allen Indikatoren (Phenolphthalein, Thymolblau, 
a-Naphtholphthalein, «-Naphtholblau einen Niederschlag bildete. 

Aus der obigen Tabelle ergibt sich, daB die erste Dissoziationskonstante 
des Hydrochinins gréBer ist als die der anderen Chinaalkaloide. 

Das Léslichkeitsprodukt wurde bestimmt in Mischungen von 0,005 mol 
Hydrochininmonochlorid und 0,1 n Natron. 


Léslichkeitsprodukt von Hydrochinin. 





Zusammenstellung der Losung Am nichsten Tage 


10 cem 0,005 mol. Hydrochlorid 

+0,08cem 0lnNaOH .....  kilare Lésung 
10 cem 0,005 mol. Hydrochlorid 

+0,leem 0lInNaOH ..... . Spur Kristalle py = 83 pou 59 
10 cem 0,005 mol. Hydrochlorid 

+0.12cem 0InNaOH .....  deutlich Kristalle py — 83 

Aus diesen Versuchen ergibt sich, da8 das Léslichkeitsprodukt von 
Hydrochinin: 
Ltiydrochinin = 4.10-3.1,25.10-® = 5. 10-9. 


Aus K, und JL finden wir dann eine Léslichkeit in Wasser gleich 
5.10-9 


47.10-6 = rund 10-3 mol. (290 mg im Liter). 
CH,CH 
CH 
Strychnin: CH CH, 
XN jue Hs 
On N-C CH, 
© 4 CHon 
Hy 


Strychnin hat zwei Stickstoffgruppen, ist also eine zweiséurige Base. 
Bei meinen Versuchen bin ich ausgegangen von einem reinen Praparat 
Strychninnitrat, das nochmals aus Wasser umkristallisiert wurde. Eine 
0,025 mol. Lésung (0,05 mol. lést sich nicht mehr) hatte ein py von 5,5 
(Methylrot), eine 0,01 mol. Lésung von 5,45. Bei der Bestimmung der 
ersten Dissoziationskonstante mute wieder in stark verdiinnter Lésung 
gearbeitet werden, weil das Strychnin so schwer léslich ist. 


Erste Dissoziationskonstante von Strychnin. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator Pou {[OH’] K, . 10° 


5cem 0,01n Nitrat 


+05cem0,0lInNaOH 72 Phenolrot 7,00 10 .10-7 9 
5ccem 0,0ln Nitrat 
+leem 0,0ln NaOH = 7,65 4 6,55 | 28 .10-7 11,2 


10 cem 0,005n Nitrat 
+26ceem00lnNaOH 8,25 Kresolrot 5.95 | 1,13.10-6 113 
20 cem 0,0025n Nitrat 


+4cecem00In NaOH 8,75 Thymolblau 545 36 .10-6 9 
Im Mittel K,— 10.10 
Pr, — 6.0 
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Der von Veley gefundene Wert betragt nur 1,0 . 10—*, ist also zu niedrig. 
Besser im Ejinklang ist der von mir gefundene Wert mit dem von Mauz 
aus Leitfihigkeitsbestimmungen abgeleiteten. Er fand A, = 8,6.10~-‘. 

Bei der Bestimmung der zweiten Dissoziationskonstante wurde wieder 
ein regelmaBiger Gang wahrgenommen. Wenn die Messungen bei einem 
pu kleiner als 3 mit Tropaeolin 00 statt mit Thymolblau ausgefiihrt wurden, 
fand ich niedrigere Werte fiir die Wasserstoffionenkonzentration. 


Zweite Dissoziationskonstante von Strychnin. 





Zusammensetzung der Losung Pu Indikator Pou [OH'} K, .10 
sts + 25ccm “ 33 Methylorange 109 = 1,25.10-"! 1,25 
3.38 +125, =2 25 Thymolblau 11,7 2 .10°% 18 
“$F +200, /~ 2,25 . 11,95 113.107 = 36 


Im Mitte! K, 2,2. 10-18 
PK, 11,70 
Ganz richtig ist diese Zahl nicht, weil die Schwankyngen ziemlich 
groB sind. Die zweite Konstante betrigt 2(+ 1). 10~—!", wihrend Veley 
die viel gréBere Konstante von 6.10-—!'! fand. Bei der Bestimmung des 
Léslichkeitsproduktes wurde folgendes wahrgenommen. 





Zusammensetzung der Losuny Beurteilung nach cinem Tage 
dé + 0,5 com _. | klar geblieben 
FGEs { + 0.75. | £5 _ kristallinische Abscheidg. Py ~ 6,5 
Pei = > 
eSpe) t+! » | 32 5 » Pu 65 
or +15 , . - Py 65 


Das ausgefallte Strychnin ist also im Gleichgewicht mit einer 0,02 n 
Strychninnitratlésung, welche ein py von 6,5, also ein pox von 7,7 oder 
eine Hydroxylionenkonzentration von 2.10—5 besitzt. Hieraus ergibt 


sich, da® 
Lstrychnin = 4. 10-10, 


Aus K, und Lstrychnin berechnen wir dann, daB die Konzentration 
einer gesittigten wisserigen Strychninlésung gleich 4,2. 10-4 ist. Aus 
direkten Bestimmungen leitete Mauz eine Léslichkeit von 2,7 . 10-4 mol. ab. 

Aus den beiden Dissoziationskonstanten des Strychnins leiten wir ab, 
daB das py einer Strychninnitratlésung ist: 

py = 14,2 — \ (6,00 + 11,70) 5,35. 


In einem schén aussehenden Handelssalz fand ich in einer 0,025 mol. 
Lésung ein pq von 4,95, und in 0,01 mol. Lésung von 5,1. Nach der Um- 
kristallisation waren die Werte 5,5 bzw. 5,45. Das Handelssalz enthielt also 
einen Uberschu8 an freier Saure. W.J.M. Mc Gill (|. c.) fand in einer 
0,02 mol. Strychninnitratlésung ein py, von 5,42; in 0,01 mol. Lésung von 
5,44 und 0,002 mol. Lésung von 5,45. 

Die Titration des Strychnins im wasserigen Mittel geschieht am besten 
mit Methylrot als Indikator bis zu einer von gelb abweichenden Farbe. 
10cem 0,025 mol. Strychninnitrat nahmen 0,2cem 0,01 n Natron, bis 
die Farbe des Methylrots ganz gelb war. Bei Anwesenheit von Weingeist 
ist Methylrot nicht zu empfehlen, der Umschlag ist sehr unscharf. Eine 
Mischung von 10ccm 0.025 mol. Strychninnitrat und 10cem starkem 
Weingeist nahm 1,5 bis 2ccm 0,01 n Natron, bevor die Farbe rein gelb 
war. In alkoholischem Mittel ist Bromphenolblau wieder zu empfehlen. 


Biochemische Zeitschrift Band 162. 22 
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Die oben verwendete alkoholische Mischung wurde vom Bromphenolblau 
blauviolett gefarbt, war also véllig alkalisch auf den Indikator. Nach Zusatz 
von 0,15 cem 0,01 n Salzséure (d.i. 0,6 Aqu.-Proz) war die Farbe griin: 
von 0,3cem gelbgriin. Der Umschlag ist sehr scharf wahrnehmbar. In 
wisseriger Lésung ist Bromphenolblau aber nicht zu empfehlen wegen 
des vagen Umschlags. Wir finden also, daB fiir die Titration von wasserigen 
Lésungen Methylrot zu verwenden ist; in einem Mittel, das etwa 50 Proz 
Alkohol enthalt, ist hingegen Bromphenylblau zu empfehlen. 

Brucin hat dieselbe Konstitution wie Strychnin, enthalt jedoch noch 
zwei Methoxylgruppen. 

Bei meinen Versuchen ging ich aus von einem Praparat Brucin, cas 
der Angabe nach 4 Mol. Kristallwasser enthalten sollte. Bei der titri- 
metrischen Gehaltsbestimmung zeigte es sich, daB es nur etwa 2 Mol. 
Wasser enthielt. Dasselbe Resultat gab eine Bestimmung des Riickstandes 
nach dem Trocknen bei 100°. Nach den genauen Untersuchungen von 
Mauz ist Brucin nach dem Trocknen bei 84° schon wasserfrei. Das von mir ver- 
wendete Praparat war zum Teil verwittert, zeigte sich jedoch bei fortgesetzter 
Untersuchung geniigend rein, um damit die Konstanten zu bestimmen. 
Ich stellte eine 0,05 mol. Brucinhydrochloridlésung her, welche fiir clie 
Bestimmung der ersten Dissoziationskonstante fiinfmal verdiinnt wurue. 


Erste Dissoziationskonstante von Brucin. 








Zusammensetzung der Losung = Py | Indikator Pou [OH’] K, .10 
~~ | + 05cm os Sa Pher olrot ait 4a 7,2 
g°fejy+l , =o | 42 = os 13 .. 12 
eles +25, _ 3 8,25 Kresolrot 5.95 | 1,13.10-6 113 
~ Eee | * 18,7 Thymolblau 55 3 .10-6 75 
Im Mittel A, 9,2 .10-% 
PR, 6,04 


Aus den Resultaten ergibt sich, daB Brucin etwa dieselbe Dissoziations- 
konstante hat wie Strychnin. Der von Veley') angegebene Wert von 
7,2. 10-4 ist viel zu hoch 

Die von Mauz aus Leitfaihigkeitsmessungen berechnete Konstante 
von 9,7.10-7 ist hingegen in schéner Ubereinstimmung mit meinem 
Werte. 

Die zweite Dissoziationskonstante des Brucins ist ebenso wie die des 
Strychnins sehr gering. 


Zweite Dissoziationskonstante von Brucin. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator | Pou [OH] K, . 10! 
eae (+ 1,25 com | c. 3,95! Methylorange 10,25 | 5,6 .10-" 2.6 

3232) +  ~< => 33 - 10.9 | 1,25.10-" 1,25 
esses (1125 | |S 24 Thymolblaun 118 |16 .1072 145 


Im Mittei K,— 2.10-" 
ox, = 11,7 
Auch die zweite Konstante des Brucins ist also von derselben GréBe 
wie die des Strychnins. 
Die Léslichkeit des Brucins ist nach der Bestimmung von Mauz 
ziemlich groB, die des vierten Hydrats betragt 1,33 . 10-3 mol. Aus diesem 





1) Veley, J. Chem. Soc. 95, 758 (1909). 








20 ccm 
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Werte und der ersten Dissoziationskonstante des Brucins habe ich das 
Léslichkeitsprodukt berechnet : 
Laeucin = 9,2 . 10-4 . 1,33 . 10-3 = 1,22 . 10-9 


Im Gegensatz zu Strychnin bleibt Brucin langere Zeit in iiber- 
sattigter Lésung. Wahrscheinlich ist dieses Verhalten der verschiedenen 
und starken Hydratisierbarkeit des Brucins zuzuschreiben. 

Uber die Reaktion des Monosalzes und die Titrierbarkeit von Brucin 
gilt dasselbe, wie bei Strychnin bemerkt ist. 


C Hy 
H,C Ce A, 
Cytisin: 
CHOH 
N 
H,C NH 


Nach Woljfenstein (l.c., 8.257) ist es am wahrscheinlichsten, da 
Cytisin einen reduzierten Pyrazolring enthalt und gibt er obengenannte 
Formel von Eosin als wahrscheinlich an. A. Rawwerda') hat nach ver- 
schiedenen Methoden versucht, die Dissoziationskonstante des Cytisins 
zu bestimmen. In untenstehender Tabelle gebe ich einige von meinen 
Resultaten. Das Cytisinchlorid war nach wiederholter Umkristallisation 
vollig rein erhalten. Es wurden Mischungen hergestellt von 0,05 mol. Cytisin 
chlorid mit 0,05 mol. Cytisin und in denselben p, kolorimetrisch bestimmt. 


Erste Dissoziationskonstante des Cytisins. 





Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator Pou | [OH] Kk. 
geez (+ lcem | 3 ¢ | 68 | Phenolrot | 7,4 4.10-* | 8 
sessj)t+ 2, 192] 72) : | 70 | 1.1077 10 
ASCs 20 ” = Z 8.1 | Kresolrot 6.1 8. 10-7 | 8 


Im Mittel K, = 9.10-' 
PR, 6,05 

Dieser Wert ist in gutem Einklang mit dem, welchen ich zusammen mit 

Rauwerda aus der Leitfahigkeit von Cytisinlésungen ableiten konnte. In 

untenstehender Tabelle findet man die Aquivalentfahigkeit von drei- und 

viermal umkristallisierten Praparaten Cytisin. Das verwendete Wasser hatte 
bei 18° eine Leitfahigkeit von 1 . 10—®. 

Aquivalentleitfahigkeit A von Cytisin bei 18°. 





. y A A A 4 _ 
Verwendete Licung 3 mal umkrist.| 4malumkrist. im Mittel | = a hel 
0.2 mol. Cytisin 0.3053 | 0.3067 0,3060 0,001 5 45 
iu 0.4702 | 04679 0,4690 0,002 25 5,06 
0,05 , a 0,7860 | 0,7860 | 0,7860 0,003 85 74 
0,025 3 1,100 1,092 | 1,096 0,005 37 7,2 
001 . - 2,108 2,194 2,151 0,010 5 11,1 
0,005 , ° 3,004 3,004 3,004 0.0147 10.8 

Im’ Mittel K, — 7,7.10 
oT, = 6,11 


1) A. Rauwerda, Physisch-chemische eigenschappen van Cytisine en 
de zouten. Diss., Utrecht 1920. 
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Zu bemerken ist, daB man die Leitfahigkeit der frisch bereiteten 
Lésungen messen muB, weil sie beim Stehen allmahlich zunimmt. 

Obgleich das Cytisin eine sekundiare Stickstoffgruppe enthalt, ist es 
nur eine relativ schwache Base. 

Die zweite Konstante ist auBerordentlich klein. 

Fiir die Bestimmung der zweiten Dissoziationskonstante des Cytisins 
fiigte ich zu 10 cem 0,1 mol. Lésung des Monochlorids zunehmende Mengen 
0,1 n Salzsiure und bestimmte das py auf Tropaeolin 00 als Indikator 
Verglichen wurde mit frischbereiteten Salzsiureverdiinnungen. Die Tem- 
peratur war 18°. Die Dissoziationskonstante wurde in der gewéhnlichen 
Weise berechnet nach der Gleichung: 

[B"}. Kuo 
*  (BOH)(H)} 

[B°| wurde der Konzentration des entstandenen Bisalzes_ gleich- 
gesetzt. Die Konzentration des letzteren ist gleich der Differenz zwischen 
der zugefiigten Menge Salzsiure und der Wasserstoffionenkonzentration 
der Mischung. 

{[BOH'] wurde der iibriggebliebenen Menge des Monosalzes gleich- 
gesetzt. 


Zweite Dissoziationskonstante des Cytisins. 





Zusammensetzung der Mischung {H’] K, . 1013 





RS PT er eee 2 .10°-% 1,07 
10 cem 0,1 mol. Cytisinchlorid + 0,7 cem 0,l n 


Fe i ere ee ee 2,7 . 10-8 1,10 
10 cem 0,1 mo]. Cytisinchlorid + 0,78 cem 0,1n 

Ce ee ee ee ee 3 .10-5 1,10 
10 cem 0,1 mol. Cytisinchlorid + lecem 0,1 n 

SEE Eee ee eee ee 4 .10-% 1,05 
10 cem 0,1 mol. Cytisinchlorid + 1,22 ccm 0,1 n 

CY PRT ROMS A Ne § .10-5 1,02 
10 cem 0,1 mol, Cytisinchlorid + 1,43 cem 0,1 n 

ge Ve ee a a ae oe i Sy 6 .10-% 1.01 

Im Mittel K, = 1,05. 10-15 
PK, — 12,98 


Wenn man das Verhaltnis zwischen den Aktivitaéten des Bi- und Mono- 
ions gleich 0,8 setzt, so findet man fiir K, einen Wert von 8,4.10—!4 oder 
PK, = 13,08. 

Weil das Cytisin sich wie eine zweiséurige Base verhalt, kann man aus 
dem Hydrolysierungsgrad eines Monosalzes nicht einfach die erste Konstante 
berechnen. In Ubereinstimmung damit nimmt das py einer Cytisinchlorid- 
lésung beim Verdiinnen regelmaBig zu. 


Pu von Cytisinchloridlésungen. 





Konzentration Pu 


0,1 mol, 4.25 
0,05 , 4.35 
0,01 , 48 
0,005 , 5,0 


Aus dem Obenstehenden ergibt sich schon, da8 man Cytisin nicht mehr 
genau auf Methylrot titrieren kann. 


Der Umschlag tritt zu friih auf und 
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ist sehr unscharf. Besser geeignet ist Dimethylgelb, Methylorange oder 
Bromphenolblau. Besonders wenn man neben einer Vergleichslésung von 
Cytisinchlorid titriert, ist die Bestimmung sehr genau. So nahmen 50 ccm 
einer 0,02 mol. Cytisinlésung 9,99 cem 0,1 n Salzsiure auf Dimethylgelb. 


Opiumalkaloide. 
H,CC x 
Papaverin: 
H,C O N 
| 
CH, 
OCH, 
OCH, 


Bei den Untersuchungen mit Papaverin und dessen Salzen bin ich vielen 
Schwierigkeiten begegnet. Wie sich aus dem Untenstehenden ergeben wird, 
scheint der Salzfehler des Papaverinions auf Indikatoren sehr gro8 zu sein. 
Wie sich zeigte, reagierte das Papaverinion mit vielen Anionen, wie Nitrat, 
Chromat usw. unter Bildung von schwer léslichen Salzen. Ich unterstelle 
nun, daf8 das Alkaloidion auch imstande ist, mit Indikatoranionen zu 
reagieren unter Bildung von schwer léslichen Salzen. Mit Bromkresolpurpur 
konnte ich dies leicht nachweisen. 10 ccm 0,05 mol. Papaverinchlorid gab 
nach Zusatz von 10 Tropfen 0,1 proz. Indikatorlésung eine Fallung. Ich 
werde nun zuerst das Verhalten von Papaverinchloridlésungen mit ver- 
schiedenen Indikatoren beschreiben. Ich bin dabei von zwei Praéparaten 
ausgegangen: das erste war ,,kryptopinfreies Papaverinhydrochlorid Merck*, 
das zweite war aus dem ersteren erhalten durch Umbkristallisation aus 
0,01 n Salzsdure. Beide Zubereitungen verhielten sich vollkommen gleich. 

Eine 0,05 mol. Lésung beider Zubereitungen zeigte auf Methylorange 
ein py von 4,3. Beim Verdiinnen andert sich diese Farbe nach der alkalischen 
Seite hin. Auf Dimethylgelb war das pq derselben Lésung 3,8. Wie wir 
sehen werden, ist letzterer Wert am zuverlassigsten, weil er dem berechneten 
aus der Dissoziationskonstante am meisten entspricht (pq ber. 3,72). 
Dennoch scheint das Papaverinion auch mit dem Dimethylgelb zu reagieren, 
denn wenn man so viel Lauge hinzusetzt, daB der Indikator ganz in die 
alkalische Form iibergefiihrt ist, so ist die Farbe nicht rein citronengelb, 
sondern sie hat einen Stich ins Orange. Auf «-Dinitrophenol als Indikator 
hatte die 0,05 mol. Papaverinchloridlésung ein p, von 4,0. 

Auf Bromphenolblau war das py gar nicht zu messen. Wahrend der 
Indikator in den gewéhnlichen Puffermischungen einen Dichromatismus 
zeigt (in diinneren Schichten blau, in tieferen Schichten rot), war die Farbe 
in der Papaverinlésung rein blau. Ich unterstelle, daB die Alkaloidsalz- 
lésung ziemlich stark den roten Teil des Spektrums adsorbiert. Sogar in 
sehr verdiinnter Papaverinchloridlésung (0,0001 mol.) ist die Farbe blauer 
als in einer alkalischen wisserigen Lésung ohne Alkaloid. 

20 cem der 0,05 mol. Papaverinchloridlésung nahmen nach der Volhard- 
titration 9,85 cem 0,1 n Silbernitrat. Nach dem Zusatz von Salpetersiure 
wurde ein élartiger Niederschlag von Papaverinnitrat gebildet. Die Mohr- 
titration lieferte keine guten Resultate, weil das Papaverinchromat gefallt wird. 
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Bei der Bestimmung der Dissoziationskonstante des Papaverins taten 
sich auch wieder verschiedene Schwierigkeiten vor. Zuerst muBte in stark 
verdiinnter Lésung gearbeitet werden, wegen der Schwerldslichkeit des 
Papaverins. Aber auch dann schien der Salzfehler noch ziemlich gro( 
zu sein. Nach Zusatz von noch mehr Wasser anderte das p,, sich oft sehr 
merkbar, wihrend man dieses Verhalten in den puffernden Mischungen 
von Papaverinsalz und freiem Papaverin nicht erwarten wiirde. Bei sehr 
groBen Verdiinnungen scheinen wir einen konstanten Wert zu erreichen. 
Die wahrgenommenen Erscheinungen sind in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt. 

Dissoziationskonstante des Papaverins. 





. Menge 
 ' -e | —- Pu Indikator Pou [OH] K . 10° 
ccm 
5cem 0,01 mol. 10 4,9 Methylrot 93 |5 .19"1 
Papaverinchlorid { 30 5.1 a 91 8 . 10-10 
+ 0,5cem 0,01 n | 50 5,1 a 9.1 8 , 10-10) 7.2 
NaOH 80 5,1 " 9.1 8 .109-10 | 
10 5,6 y-Dinitrophenol 86 25 .10-° 
5cem 0,01 mol. | 5O 5.4 2 8.8 16 .10-° | 64 
Papaverinchlorid }) 80 54 “ 8.8 16 .10-9'|{ 
+ leem 0,0l n 10 53 Methylrot 8.9 125.10-* (6) 
NaOH 30 5.5 . 8,7 20 .10-*| (8) 
50 5.6 he 8.6 25 .10-*| 10 
5cem 0,01 mol. ( oe. bara - ele ll a 
ee eee 30 6.15 . 8.05 9 10 9 | ‘ 
Bar Psp | 60 6,15 : 8,05/9 10-9 | ° 
* }| 50 6,2 | Bromkresolpurpur 8.0 iit .10-" 10 
Im Mittel K — 85.10-° 
pK = 8,07 


Das Wasser, das bei der Verdiinnung verwendet wurde, war kohlen- 
siurefreies Leitfahigkeitswasser mit einer Leitfahigkeit von 1,4.10-°. Im 
Mittel finden wir eine Konstante von 8,5. 10—9%, entsprechend py = 8,07. 
Mauz fand einen viel gréBeren Wert, den er aus der Leitfahigkeit einer 
gesiittigten Papaverinlésung ableitete; er fand K = 2,8.10-*. Ich bin 
jedoch nicht iiberzeugt, daB sein Praparat cryptopinfrei war. Veley (I. c.) 
gibt nur einen angeniherten Wert von 9. 10-5; weil jedoch die meisten 
seiner Bestimmungen falsch sind, ist diesem Wert nicht zuviel Bedeutung 
beizulegen. Sicher festgestellt ist die Konstante des Papaverins also noch 
nicht; eine potentiometrische Untersuchung wire erwiinscht. 

Mit dem von mir gefundenen Wert fiir die Dissoziationskonstante 
berechne ich ein py fiir eine 0,05 mol. Lésung von Papaverinchlorid 
von 3,72, wahrend ich auf Dimethylgelb einen Wert von 3,8 feststellte. 
Mit der von Mauz bestimmten Dissoziationskonstante berechne ich ein 
Py von 4,50; also zu niedrig. 

Bei der Titration von Papaverin ist Methylrot nicht als Indikator zu 
verwenden, weil die Base dafiir zu schwach ist. Geeignete Indikatoren sind 
Dimethylgelb, Methylorange und Bromphenolblau. Bei Verwendung von 
Dimethylgelb muB8 man in 0,05 n Lésung bis zum pr; = 3,8 titrieren. Fiigt 
man zu 5cem 0,05 mol. Papaverinchlorid 0,2ccm 0,01 n Salzsaéure 
(d. i. 0,8 Aqu.-Proz.), so andert sich die Farbe deutlich nach der sauren 
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Seite. Mit Methylorange hat man bis zum p7 4,3 zu titrieren in 0,05 n 
Lésungen. Der Umschlag ist dann ebenso scharf wie bei Verwendung von 
Dimethylgelb. Die Methylorange-Indigomischung ist dahingegen nicht zu 
verwenden. Mit Bromphenolblau kann man ohne Vergleichslésung arbeiten, 
weil der Indikator in Papaverinchloridlésungen seine alkalische (blaue) Farbe 
hat. Fiigt man zu 5cem 0,05 n Papaverinchlorid 0,2 ccm 0,01 n Salzsdure, 
so andert sich die Farbe des Indikators deutlich nach griin. Demnach gibt 
der Indikator bei der Titration des Papaverins nicht so scharfe Resultate 
wie die Azoindikatoren. Bei Anwesenheit von Weingeist ist es mir nicht 
gelungen, einen Indikator zu finden, der einen guten Umschlag gab. 

Unten gebe ich einige Resultate von Titrationen mit Papaverin, das 
in einem Uberschu8 Saure gelést und mit Lauge zuriicktitriert wurde. 
Das Molekulargewicht des Papaverins ist 339. 

938 mg Papaverin gelést in 30ccm 0,1n HCl; Methylorange als 
Indikator: bis py = 4,0; gebunden 27,5 ccm 0,1 n Saéure entspricht 932 mg 
Papaverin: bis p; 4,8 (alkalische Farbe), gebunden 27,0 ccm 0,1 n Saure 
entspricht 915 mg Papaverin. 





Ausgegangen Gelést in ccm - 
Reatede O.1n HCl indtheter pr Gebunden oom Getunden mg 
- 01n HCl Papaverin 

mg com 

678 25 Dimethylgelb 3,7 20,0 678 
329 10,5 » 3,7 10,0 339 
678 25 Methylorange 4.0 20,0 678 
339 10,5 - 4.0 10,0 339 
339 10.5 Bromphenolblau —_— 10,05 341 


Im letzten Falle wurde titriert, bis die Farbe noch eben griin war 
Auch habe ich direkte Titrationen ausgefiihrt, indem ich das Papaverin 
in Weingeist léste und mit Salzsaure titrierte. Bei Verwendung von Brom- 
phenolblau kann man dann wohl gute Resultate erhalten, wenn man am 
Ende stark mit Wasser verdiinnte. Empfehlen kann ich die Methode jedoch 
nicht. 

Die Titration von 0,01 n wasserigen Papaverinlésungen ist natiirlich 
weniger scharf als die der 0,1 n Lésungen. Unter den richtigen Verhalt- 
nissen betrigt die Genauigkeit etwa 2 bis 3 Proz. 


CH, 


oO CH, 
Narcotin: H,C 
O NCH 


i 
H.cCO CH 
CH—O 


CO 


OCH 
Oc H. 


Weil ich kein Salz des Narcotins zur Verfiigung hatte, habe ich das 
Chlorid aus dem Alkaloid hergestellt. Es ergab sich, daB das Chlorid in 
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Wasser und Weingeist zu gut léslich war, um es aus diesen Fliissigkeiten 
umzukristallisieren. Ich habe das Chlorid daher einige Male mit einer 
Alkohol-Athermischung gefallt, abgesaugt, mit Alkohol-Athermischung 
ausgewaschen und schlieBlich mit verdiinntem Weingeist. Das luft- 
trockene Priparat wurde bei den Versuchen verwendet. Nach Angaben 
in Beilstein hat das Chlorid die Zusammensetzung C,,H,,NO,HCIH,O. 
Das von mir bereitete Chlorid verlor nach dem Trocknen bei 90° 10,8 Proz. 
Wasser. Dies entspricht einem Hydrochlorid mit 3 Molen Kristallwasser. 
Die Chlorbestimmung wies auch auf einen Kristallwassergehalt von 3 Molen 
hin. Annehmend, daB die richtige Formel C,,H,,NO,HCI13 H,O war, 
stellte ich eine 0,05 mol. Lésung her. 20 ccm nahmen nach der Volhard- 
titration 9,85 cem 0,1 n Silbernitrat, waihrend dasselbe Volumen Narcotin- 
chlorid bei Anwesenheit von 30 ccm Weingeist 9,95 cem 0,1 n Lauge auf 
Phenolphthalein nahm. Bei letzterer Titration wurde das Alkaloid trotz 
der Anwesenheit des Weingeistes gefallt. Bei der Bestimmung der Disso- 
ziationskonstante begegnete ich wieder denselben Schwierigkeiten wie bei 
Papaverin beschrieben sind. Das Narcotin ist auBerordentlich schwer 
léslich (vgl. unten beim Léslichkeitsprodukt); in allen Fallen, auch bei 
sehr groBer Verdiinnung, muBte nach der Herstellung der Mischung von 
Narcotinchlorid und Lauge schnell gemessen werden, weil sonst das Alkaloid 
ausgefallt wurde. 


Dissoziationskonstante des Narcotins. 





, Menge 
z t : 2 
“Guam sugesetst Pu Indikator Pou [OH] kK .10 
5ccm 0,01n Narcotins 20 5,2 Methylrot 9,0 ] - 10-* 
cblorid + 0,5 com 40 54 ey 88 16.10-* |) 14 
o0nNsOH | 80 | 54 : 88 | 16.10-° { | 
5ccm 0,01 n+ Narcotins 40 58 8.4 25.10-° | ’ 
chlorid A com U,0In 80 5.8 a 84 25 : 10-9 1.6 
5 com 0,01 n Narcotine 80 6,4 Bromkresolpurpur 78 16.10-§ | . 
Se 80 | 64 Bromthymolbiau | 78 | 1,6.10-8 || 16 
Im Mittel K — 15.10-° 
PK 7.83 


Im Mittel finden wir also eine Konstante von 1,5. 10—%, entsprechend 
Px = 7,83. Mauz leitete aus seinen Leitfaihigkeitsbestimmungen in ge- 
sattigten Narcotinlésungen einen Wert von 8.10-° ab. Weil das Alkaloid 
so schwer ldéslich ist, ist diese Konstante wahrscheinlich etwas zu hoch. 
Veley fand K = 7,9.10-8. Aus Messungen mit der Wasserstoffelektrode 
leitete Fr. Miiller einen Wert ab von 0,73 . 10-8 (24°). Jedoch waren seine 
Messungen, wie er selber bemerkt, nicht ganz einwandfrei, weil ein Teil 
der Base wihrend der Bestimmung gefillt wurde. 

Bei der Bestimmung des Léslichkeitsproduktes habe ich eine grobe 
Reihe von Versuchen ausgefiihrt. Sogar aus sehr verdiinnten Narcotin- 
lésungen wird das Alkaloid durch eine Spur Lauge ausgefallt. Narcotin- 
chloridlésungen selbst sind schon so stark hydrolysiert, daB sie iibersattigt 
an Narcotin sind. 

5 com 0,002 n Narcotinchlorid + 0,05 ccm 0,01 n NaOH : Fallung 


5 . O000In - +005 . ONIn ay . Pp = 5,0 (Methylrot) 
10 . OI n e +0035 . ODIn a : a Poy = 5,0 ( is ) 
10 . 0001 n # +005 . OOln - : . Py = 5.0 ( = 
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Aus diesen und mehreren anderen Versuchen konnte gefolgert werden, 
da8B das Narcotin im Gleichgewicht war mit einer Narcotinchloridiésung, 
welche 0,00092 n war und ein pq von 5,0, d.i. ein pox von 9,2 oder [OH’] 
von 6,4.10-! hatte. Daraus ergibt sich das Léslichkeitsprodukt ces 
Narcotins: 


9.2 _ ; 0 ; 
LNercotin 9,.2.10—4.6,4. 10-1 6. 10-13, 
Aus LNarcotin und K, berechnen wir eine Léslichkeit in Wasser von 
4.10-5mol., entsprechend 20mg Narcotin im Liter. Mauz fand nach 


der direkten Bestimmung 17.4 mg im Liter. 

Von dem sehr geringen Léslichkeitsprodukt des Narcotins kann man 
in der Analyse Vorteil haben bei der Trennung von anderen Alkaloiden. 
Nehmen wir z. B. an, da8 wir zu einer Mischung von Alkaloidsalzen eine 
Puffermischung fiigen, so daB py = 6,2, dann ist [OH'] = 10-°. 

Nach dem Léslichkeitsprodukt entspricht diese [OH'] einer Narcotin- 
ionenkonzentration von 6.10-5n. Es wird also so lange freies Narcotin 
gefallt, bis die Narcotinionenkonzentration gleich 6. 10—5 ist. 

Eine 0,05 mol. Lésung des Narcotins hatte auf Dimethylgelb ein py 
von 3,75; auf Methylorange von 4,4. Auf Bromphenolblau war die Farbe 
rein blau. 

Fiir die Titration des Narcotins sind Methylorange und 'Dimethvlgelb, 
ebenso wie beim Papaverin, die geeigneten Indikatoren. 

C Hy 
O CH, 

Narcein: Hy, P N (Hy)s 
| CH, 
H,CO | 

CO 
! 


COOH 


Oc H, 
| 
OC Hg 

Das Narcein enthalt auBer der Stickstoffgruppe auch noch eine 
Carboxylgruppe. Es verhalt sich also als Saéure und als Base; ich habe 
daher versucht, k, und k, zu bestimmen. Dabei bin ich ausgegangen von 
einer Handelszubereitung Narceinchlorid, das nach Schmidt die Formel 
C,,H,;,NO,HCI13H,O hat (M = 535,5). Eine Chlorbestimmung nach 
Volhard konnte nicht ausgefiihrt werden, weil das Chlorid sich in Saéure 
nicht léste, und das Alkaloid beim Erwarmen in salpertersaurem Mittel 
durch Oxydation gelb gefairbt wurde. Ich habe daher 535,5 mg Narcein- 
chlorid mit Wasser gekocht und noch warm auf Phenolphthalein titriert. 
Der Umschlag war scharf; gebunden waren 9,9 ccm 0,1 n Natron. In der- 
selben Fliissigkeit wurde nach der Titration der Chlorgehalt nach Mohr 
bestimmt; gebunden 9.8ccm 0,1 n Silbernitrat. Das Narceinchlorid ist 
so stark hydrolysiert, daB es sich nicht mehr in Wasser lést. Sogar eine 
durch Erwarmen bereitete 0,005 mol. Lésung ist so stark hydrolysiert. 
daB nach Ubernachtstehen wieder Kristalle von Narcein ausgeschieden 
werden. Eine in der Warme bereitete 0,01 mol. Lésung scheidet beim Ab- 
kiihlen sofort wieder Kristalle aus. Bei der Bestimmung der Dissoziations- 
konstante muBte also in sehr verdiinnter Lésung gearbeitet werden. 
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Bestimmung der basischen Konstante k;, des Narceins. 





Zugesetzt 4 [freies | [Narceine | , 
‘NeOH. Pu pemenen POH ated. Alkaloid] ion] ie — 
1.25 cem 3,55 Methylorange 10,65 2,24. 10-™ 1,53. 10-5 0,.97.10-° 1.45 
dasselbe, zwei« 
mal verdinnt 3,65 - 10552,8 .10-'! 147.10-° 103.10-% 20 
2 cem 4.05 - 10,15\7,1 .10-21 .10-3 41 .10-4) 14 
2.25 cem 46 Methylrot 96 25 .10-1 297.10-2 23 .10-4| 25 
25cem (Aquis ; 
valenzpunkt) 7,2 Phenolrot 7,0 —- —- me —- 
Im Mittel k, 2.10-1! 
Pky, 10,7 


Veley konnte die Konstante nicht bestimmen: ebensowenig gelang 
dies Fr. Miiller, der an der Wasserstoffelektrode Reduktionserscheinungen 
wahrnahm. 

Wegen der starken Hydrolyse war die Rechnung ziemlich verwickelt. 
Ich habe daher in der Tabelle die zugehérigen berechneten Konzentrationen 
an freiem Alkaloid und Alkaloiden auch angegeben. Im Mittel finden wir 
die sehr niedrige Konstante von 2. 10-—!!, 


Bestimmung der sauren Konstante k, des Narceins. 
10cem 0,0025 mol. Narceinchlorid mit 0,01 n NaOH. 





Zugesetzt com 0,01 n NaOH Pu Indikator {HH} kg . 10 
3) eem 8,75 Phenol! phthalein 18.10-° 45 
3,75 , 9,22 - 6,0 . 10-1 6.0 
4.25 . 9,65 *s 2.3 . 10-10 5.3 
as. 9.95 Thymolphthalein 1.1. 10-10 44 
Im Mittel k,— 5.10~1'° 
Pk, > 93 


Das Narcein ist also eine starkere Saure als Base. Daher wird der 
isoelektrische Punkt bei saurer Reaktion liegen. Wir kénnen die Reaktion 
beim isoelektrischen Punkte berechnen nach der Gleichung: 


; k, 10-93 is 
UPI. p J k, “Ki, J ae Se = 


Der isoelektrische Punkt liegt beim py = 6,4. Hier mu8 das Narcein 
also eine minimale Léslichkeit haben. Zur Bestétigung habe ich die Léslich- 
keit des Narceins in einigen Puffermischungen und auch in Wasser bestimmt. 
Die Konzentration des Narceins wurde oxydometrisch festgestellt. 

Fiir die Bestimmung sehr kleiner Mengen Alkaloide ist diese Methode 
besonders zu empfehlen. Man fiigt in ganz reine Erlenmeyerkolben mit 
eingeschliffenem Stépsel einen bekannten und grofen Uberschu8 0,1 n 
Permanganat, 5 bis 10 ccm reine stickstofffreie 4m Schwefelsiure und die 
Alkaloidlésung. Auf 10 cem 0,001 mol. Alkaloidlésung soll man im all- 
gemeinen wenigstens 20ccm 0,1 n Permanganat verwenden. Man 1labt 
24 Stunden stehen, fiigt Kaliumjodid hinzu und titriert mit Thiosulfat. 
Bei den Versuchen setzt man auch eine blinde Probe ein von Permanganat 
und Schwefelséure allein, und bestimmt in anderen Proben, wieviel Per- 
manganat von 10 oder 20 cem 0,001 mol. Alkaloidsalzlésung verbraucht wird. 
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So reduzierten 10 ccm 0,001 mol. Narceinlésung nach 24 Stunden 
Stehen 6,22 ccm 0,1 n Permanganat, nach 48 Stunden 6,6ccm. In der 
beschriebenen Weise ist die Léslichkeit des Narceins in untenstehenden 
Fliissigkeiten bestimmt. 





Zusammensetzung der Flissigkeit Pu Léslichkeit 


Leitfahigkeitswasser . . 58 (der ges. Lésung) 1,34. 10-° 

Phosphatpuffer .... 62 1,31. 10 
ee. orm 6.6 1,60. 10 

72 1,70. 10 


Die minimale Léslichkeit liegt also beim py von etwa 6,2, wahrend 
es nach der Berechnung bei pq 6,4 liegen miiBte. Rechnen wir, daB die : 
minimale Léslichkeit des Narceins 1,3.10-3 ist, so finden wir fiir das 
Léslichkeitsprodukt 


als Base = Ly cin OH |Nare’]}[OH’') 2,6 . 10-14, 


» Séure = Ly cin [Nare’} [H’} 6,5. 10—13, 

Bei der Analyse neben anderen Alkaloiden kann man von dem oben- 
stehenden natiirlich wieder Vorteil haben, zur Abscheidung des Narceins 
bei pq 6,2. Ubrigens unterscheidet sich Narcein auch von den meisten 
anderen Alkaloiden, daB es glatt léslich ist in Basen. 

Weil die basischen und sauren Konstanten so gering sind, kann man 
Narcein auf Farbenindikatoren weder als Base noch als Saure bestimmen. 
Die Salze des Narceins sind sehr stark hydrolytisch gespalten. So hatte 
eine 0,001 mol. Narceinchloridlésung ein pq von 3,3! 


H,C NCH, 
H,CO, 


H,c——} 


O. 
\ CH, 


Thebain: 





CH 


H,COV 


Bei meinen Versuchen verwendete ich ,,Thebainhydrochlorid Merck“ 
20 cem der 0,05 mol. Lésung nahmen bei Anwesenheit des gleichen Volumens 
starken Weingeist 9.9 ccm 0,1 n Natron auf Phenolphthalein. 

Die Konstante wurde bestimmt durch Messung von py in Mischungen 
von 0,01 n Thebainchlorid mit 0,01 n Natron und Wasser. 


‘ 
Dissoziationskonstante des Thebains. 





Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator Pou [OH K .10 
sew Secm) = + 0,45 cem) .. 7,1 Phenolrot 7,1 8.10-° 8 
Sos,+10 , 184+25 , les 815) Kresolrot | 605 9.10-' ” 
“e#liio0 ° |z44 * [$2 88 |Thymolblau| 54 4.10-° 10 


Im Mittel K 9.10 
Pk 6.05 
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Bei der Bestimmung des Léslichkeitsproduktes wurden folgende 
Resultate erhalten: 
5ecem 0,01 n Thebainchlorid 
+08 ,, 0,01n NaOH: keine Fallung, 
+ 0,9 ,, v,01n NaOH: nach 4 Stunden schwache Kristallabsetzung 


Pa = 7,6, 
+] » 0,01 n NaOH: nach 4 Stunden schwache Kristallabsetzung 
Pu = 7,6, 


+ 1,5 , 0,01n NaOH: starkere Faillung. 
Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB das Léslichkeitsprodukt iiber- 
schritten ist in einer Lésung mit einer Thebainionenkonzentration von 
8. 10-3 und py = 7,6 oder pou = 6.6 oder [OH’] von 2,5. 10-7. Also ist 


Lthebain 8. 10-3.2,5.10-7 = 2. 10-9. 


Hieraus und aus der Dissoziationskonstante des Thebains finden wir 
eine Léslichkeit des Thebains in Wasser entsprechend einer Konzentration 
von 2,2. 10-3 oder 685 mg im Liter. 

In wiasseriger Lésung ist Thebain scharf auf Methylrot titrierbar. 
Eine 0,05 mol. Thebainchloridlésung hat auf Methylrot ein pq von 4,95. 
5cem der Lésung mit einem Tropfen 0,01 n Natron geteilt, ist schon voll- 
kommen alkalisch auf den Indikator. Bei Anwesenheit von Weingeist ist 
der Umschlag auf Methylrot vag; in diesem Falle ist Bromphenolblau 
wieder zu empfehlen. 


HC NCH, 
CH, 
HOHC CH 
Morphin: HC 
no—————5 [* 
HO. OCH, 


Das Verhalten von dieser wichtigen Substanz, welche auch vom 
physiko-chemischen Standpunkt so interessant ist, habe ich eingehend 
untersucht. Das Morphin enthalt eine Stickstoffgruppe und ist zudem 
ein Phenol; es hat also basische und saure Eigenschaften. 

Bei meinen Versuchen bin ich ausgegangen von Morphin, das zweimal 
aus Weingeist umkristallisiert wurde. Es enthalt dann noch | mol. Kristall- 
wasser, das es beim Trocknen nur schwer abgibt. Nach Dott) verliert es 
bei 90° alles Wasser. Nach Mauz kann es bis 84° erhitzt werden, ohne da 
es sein Wasser abgibt, erst bei 95° faingt das Gewicht an, langsam abzu- 
nehmen. Um es wasserfrei zu erhalten, mu8 bei 120° getrocknet werden. 
W. Géhlich*) fand, daB Morphin beim Trocknen bei 100° nur Spuren Wasser 
verlor, bei 120° gibt es alles Wasser ab. Heiduschka*) und M. Faul trockneten 
4 Stunden bei 95 bis 100°; das Praparat hatte sein Kristallwasser nicht 
verloren. N. Evers‘) erhielt sein Praiparat wasserfrei nach dem Trocknen 
bei 115°. Das von mir bereitete Praparat verlor sein Kristallwasser nicht 
nach dem Trocknen bei 90°. Ich bereitete daraus mit der berechneten 


1) Dott, Pharm. Journ. Transact., 3. Serie, 1884, 8S. 701; Ref. in Arch. 
Pharm. 226, 325, 1898. 

2) W.Géhlich, Arch. Pharm. 288, 631, 1895. 

5) A. Heiduschka und M. Faul, ebendaselbst 255, 441, 1917. 

*) N. Evers, Journ. Amer. Pharm. Assoc. 10, 666, 1921. 
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Menge Salzsaure eine Morphinchloridlésung, mit welcher die Bestimmungen 
fiir die Berechnung der Dissoziationskonstante ausgefiihrt sind. Spater 
habe ich sie mit denselben hesultaten wiederholt mit einer Morphinchlorid- 
lésung, welche aus einer reinen Zubereitung hergestellt war. In unten- 
stehender Tabelle sind die py-Werte angegeben in Mischungen von 0,01 n 
Morphinchlorid mit 0,01 n Natron. Das Morphin bleibt in iibersattigter 
Lésung. Das Resultat der letzten Messung kénnen wir nicht ohne weiteres 
umrechnen, weil wir ganz in der Nahe vom isoelektrischen Punkte sind. 
Ich habe daher die Werte zwischen Klammern gesetzt. 

Bei der Berechnung ist angenommen, da8 das Morphinchlorid vdllig 
in die Ionen gespalten ist. 


Dissoziationskonstante des Morphins als Base: k»,. 





Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator Pou {OH') kK .10' 
er , { 7,1 Phenolrot 7,1 8 ,10-° 7,2 
eZ] + }eem0,0ln NeOH | 7'15| Neutralrot 7:05 9 |10-* 8.1 
 £ ee - 7,45, Phenolrot 6,75 18.107 7,2 
e8)45 { 81 ‘ 61 8 .107) ¢ 
en. SF ” | 81 Kresolrot 61 8 .10-7 | 
23 (8,5 = . 
= 1/, ” f 6 ! 
"+s . ° ad i( 8.5 Phenolphthal. | 5,7 2,0.10 , 


Im Mittel kp 7,5. 10-7 

Pky 6,13 
Wenn wir annehmen, da®B das Morphinchlorid fiir 90 Proz. in die 
lonen gespalten ist, so finden wir eine basische Dissoziationskonstante von 
6,8 . 10-7, entsprechend Pr, = 6,17. Mauz leitete aus seinen Leitfaihigkeits- 


bestimmungen eine Konstante von 1,2.10-° ab. Er nahm bei seiner 
Berechnung jedoch keine Riicksicht darauf, daB Morphin sich auch wie 
eine Saéure verhalt. Der von ihm gefundene Wert ist daher zu niedrig. 
Bei der Bestimmung der Dissoziationskonstante als Saéure bin ich auch 
wieder ausgegangen von einer 0,01 n Morphinchloridlésung. Wenn man 
zu 5cem dieser Lésung 5ccm 0,01 n Natron hinzufiigt, so erhailt man 
eine iibersittigte Morphinlésung, die nicht auskristallisiert. Fiigt man 
mehr Lauge hinzu, so wird der gréBte Teil derselben zu Morphinat ge- 
bunden. Weil die Hydroxylionenkonzentration in bezug auf die gebildete 
Menge Morphinat so gering ist, kénnen wir ohne einen Fehler zu machen 
annehmen, da alle Lauge vom Morphin zu Morphinat gebunden wird. 
Die Berechnung gestaltet sich dann sehr einfach. Nehmen wir z. B. an, 
da8 zu 5 cem 0,01 n Morphinchloridlésung 6 ccm 0,01 n Lauge hinzugesetzt 
ist. Dann ist das Verhiltnis zwischen Morphinat und Morphin gleich |: 4 
Multipliziert mit der Wasserstoffionenkonzentration erhalt man dann die 
Dissoziationskonstante als Saure. 


Dissoziationskonstante des Morphins als Saéure: k,. 





Zusammensetzung der Loésung Pu | Indikator {H"] k, . 10° 
I 


+5cem00ln NaOH 88 | Phenolphthalein 1,6 .10~° 


5<%/ +55, J : 89 | s 125.10-° 14 
3s =3| +8 . = 93 o 50.107 =: 1.5 
=°l 475 - i 9,8 | Thymolphthalein 1,6 . 10-10 16 


Im Mittel ky = 1,4. 10-'° 
Pe, = 9,85 











ee. Same 
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Der isoelektrische Punkt, d.i. die Wasserstoffionenkonzentration, bei 
der die maximale Menge des Morphins im undissoziierten Zustand vorliegt, 
bei der also die Léslichkeit minimal ist, mu8 bei alkalischer Reaktion liegen, 
weil k, viel kleiner ist als k,. Aus diesen beiden Konstanten kénnen wir 
berechnen, daB die Wasserstoffionenkonzentration beim isoelektrischen 
Punkte [H’],. p: 

, k, 10— 9.85 
(1); p= ) k, kino = J —— = 

Beim isoelektrischen Punkte von Morphin ist py also 8,96. Heiduschka 
und Faul (l. c.) haben aus indirekten Bestimmungen die Léslichkeit von 
Morphin in Ammoniak-Ammoniumchloridmischungen berechnet. Aus 
ihren Versuchsdaten leite ich ab, daB die minimale Léslichkeit liegt zwischen 
einem Verhaltnis von Ammoniumchlorid und Ammoniak, von | auf 0,75 Mol. 
und 1 auf 0.50 Mol. Nehmen wir mit Noyes, Kato und Sosman') an, daB die 
Dissoziationskonstante von Ammoniak bei 18° gleich 1,72. 10-5 ist, so 
liegt die minimale Léslichkeit zwischen py 9,05 und 9,23, also angendhert 
bei py 9,15. Weil die Bestimmungen der Léslichkeit nach Mitteilung von 
Heiduschka und Faul nicht ganz genau sind, und der berechnete Wert 
von py beim isoelektrischen Punkte die Fehler in den Dissoziationskon- 
stanten in sich hat, so ist die Ubereinstimmung zwischen dem berechneten 
(8,96) und dem von Heiduschka und Faul gefundenen Werte (9,15) be- 
friedigend. 

Bei der Bestimmung von Morphin neben anderen Alkaloiden ist es 
natiirlich von groBem Interesse zu wissen, bei welchem pg das Alkaloid 
am vollstandigsten abgeschieden wird. Ich habe daher die Léslichkeit des 
Morphins in Puffermischungen von Natriumcarbonat und Natrium- 
bicarbonat bestimmt. F. Auerbach und H. Pick*) haben von einer groBen 
Reihe solcher Mischungen das py kolorimetrisch gemessen. Ich habe bei 
den Versuchen die 0,2 mol. Mischungen verwendet, weil diese eine gute 
Pufferwirkung haben. In trockenen Kélbchen wurden 20 ccm Puffer- 
mischung pipettiert, hierzu wurde genau 5ccm 0,1 mol. Morphinhydro- 
chloridlésung gefiigt. Sodann lieBen wir die Kélbchen 3 Tage verschlossen 
stehen, so daB kein Morphin mehr in iiberséttigter Lésung vorhanden sein 
konnte. Dann wurde filtriert und im Filtrat das pg kolorimetrisch be- 
stimmt durch Vergleichung mit den urspriinglichen Puffermischungen. In 
weiteren 20 ccm des Filtrats habe ich das Morphin nach der Permanganat- 
methode mit 0,1 n Reagens (vgl. bei Narcein) bestimmt. Die Resultate 
sind in untenstehender Tabelle mitgeteilt. 


Léslichkeit von Morphin in Mischungen von 0,2 mol. Natriumcarbonat (a) 
und 0,2 mol. Natriumbicarbonat (bd). 





oO s 

Zuseefedocung:  twerbech end Pict | PHim Filtrat |  Gclgsten Morphine 

10 bund 0 a 8,35 8,3 20,5 .10-*mol. 
95b , O5a 8,90 8.4 143 .10-4 
90b , I10a 9,15 8,65 8,62 . 10-4 
80b , 20a 9,45 9,1 5,66 . 10-¢ 
70b , 30a 9,65 9,4 6,35 . 10-¢ 


1) Noyes, Kato und Sosman, Zeitschr. f. physik. Chem. 71, 1, 1916. 
2) F. Auerbach und H. Pick, Arb. d. Kais. Ges. Amt. 38, 243, 1911. 








-_ eis, dae a ae a 
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Wir finden also bei einem py im Filtrat von 9,1 eine minimale Léslichkeit 
des Morphins. Dabei ist zu bedenken, daB Auerbach und Pick bei ihren 
Bestimmungen keine Korrektur fiir den Salzfehler angebracht haben. Weil 
dieser in diesen ziemlich konzentrierten Salzlésungen etwa 0,2 py betragt, 
so finden wir, da8 der korrigierte Wert fiir p, bei der minimalen Léslichkeit 
bei py von etwa 8,95 liegt. 

Weiter finden wir, da8 die minimale Léslichkeit des Morphins gleich 
5,6. 10-4 mol. ist, oder 165 mg im Liter, d. i. 1: 6000. Dies ist in guter 
Ubereinstimmung mit dem Werte, den Mauz fiir eine gesattigte wasserige 
Morphinlésung bei 18° fand, namlich von 4,7 . 10-4. oder 143 mg im Liter, 
d. i. 1: 7000. Heiduschka und Faul fanden in Wasser mit einer Leitfahigkeit 
von 2. 10-6 sec/Ohms bei 18° eine Léslichkeit von 1: 5516, oder 181 mg 
im Liter, d. i. 6,1. 10-4 mol. Dieser Wert ist wabrscheinlich etwas zu hoch 
wegen des Kohlensauregehalts des Wassers. Auch die anderen im Schrift- 
tum angegebenen Werte sind zu hoch. Im Mittel kénnen wir wohl annehmen, 
daB die Léslichkeit des Morphins bei 18° gleich 5 . 10-4 ist, entsprechend 
147 mg im Liter. a 

Aus den Werten fiir die Dissoziationskonstanten des Morphins, das 
Ionenprodukt des Wassers, und die totale Léslichkeit im Wasser, kénnen 
wir die Zusammensetzung einer ‘gesittigten Morphinlésung berechnen. 
Die Berechnungsweise ist ziemlich verwickelt, so daB ich sie an anderer 
Stelle mitteilen werde. Das Resultat ist, daB py der gesittigten Lésung 
gleich 8,92ist, oder [H'] = 1,2. 10-9. Die Konzentration des ur- 
gespaltenen Teiles des Morphins ist 4,1 . 10-4, die der Anionen 4,7 . 10—5, 
die der Kationen 5,1 . 10-5 mol. 

Bei der Berechnung der Ionenprodukte als Séure und als Base miissen 
wir also annehmen, da die molare Konzentration des ungespaltenen 
Morphins in einer gesittigten Lésung gleich 4,1 .10—4 ist. Wir finden 
dann fiir das Léslichkeitsprodukt 


als Base: 


LMorph oH = [Morph’}(OH’] = 3,1. 10-10. 


als Saure: 


Lvtorph H «=O [Morph’)(H"]) = 57. 10-1. 


Aus den Léslichkeitsbestimmungen von Heiduschka und Faul des 
Morphins in Ammoniak von _ verschiedenen Konzentrationen, konnte 
ich nun auch das Léslichkeitsprodukt des Morphins als Saéure berechnen. 
Das Morphin reagiert in folgender Weise mit Ammoniak: 


Morph H + NH,OH —» Morph’ + NH, + H,0. 


Die total geléste Menge Morphin ist also die Summe der Menge, welche 
der Léslichkeit des Morphins im Wasser entspricht (4,1 . 10-4) und der 
Konzentration der Morphinationen. Ziehen wir also von der von Heiduschka 
und Faul gefundenen Totalkonzentration 4,1 . 10-4 ab, so finden wir die 
Konzentration der Morphinationen. Diese Konzentration ist gleich der 
der Ammoniumionen, welche bei der Salzbildung aus Ammoniak gebildet 
werden. Die totale Ammoniumionenkonzentration ist gréBer, weil ein Teil 
auch entsteht bei der Dissoziation des Ammoniaks. Nennen wir die Konzen- 
tration dieses Teiles z, so ist [OH'] = z und 


{NH,] = [Morph’] + z 
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Aus der Dissoziationskonstante des Ammoniaks finden wir dann, dal} 


({Morph’] + x)x » m6 
Kyy, = 1,72. 10-5. 


[NH,OH} 
Wenn wir x berechnet haben, finden wir fiir (H): 
(H’) = kyo 7 kyo _ 10-42 
~ [OH] x Ps 


In dieser Weise sind alle Werte der folgenden Tabelle berechnet. 


Léslichkeitsprodukt des Morphins als Saure. 





Rees wl {Morph.’] |OH’)] (H’] Pu | “Morph. i - 10" 
0.1 2,38 . 10-3 5.8 .10-4 11.10-" 10,96 2.6 
0,2 3,54 . 10-4 a 2a 8.2.10°-13 11,09 2.9 
0.588 7,7 .10°5 1,14.10-4 5.5.10-! 11,26 42 
l 9.7 .10-% 1,53 . 10-5 42.10-"% 11,38 41 
2.94 | ta .we 3,00. 10-5 2.1.10°% 11,68 29 
‘5.88 2,71 .10-2 3,45 . 10-3 18.10-!2 11,74 5,1) 


Im Mittel LMorpb. H 28.10-1 


Die Ubereinstimmung mit dem von mir berechneten Werte von 
5,7. 10-14, ist also sehr befriedigend. Aus dem Léslichkeitsprodukt von 
2,8. 10-14 und einer Léslichkeit von 4,1 . 10-4 berechne ich eine Dissozia- 
tionskonstante als Séure von 0,68.10-!. In ganz anderer Weise hatte 
ich 1,4. 10—' gefunden. 

Uber die Reaktion von Morphinchloridlésungen findet man im Schrift - 
tum verschiedene Angaben. Ich werde dariiber an anderer Stelle aus- 
fiihrlicher berichten und hier nur kurz meine eigenen Resultate mitteilen. 

Aus der Dissoziationskonstante als Base kénnen wir das py von 
Morphinchloridlésungen berechnen. Ich habe dabei angenommen, dab 
der Dissoziationsgrad einer 0,1 mol. Morphinchloridlésung 0,8 ist, der 
einer 0 95 mol. Lésung 0,85, der einer 0,01 mol. Lésung 0,9. 


k ome > 
i H,0. _ 10— 14,2 
lat De J Bree. J j0—613 


b 





eo -—— gs Py ber. PH eet. La | 
0,1 2.75, 10"! 4.56 a 3,98 
0.05 2 10-5 47 48 3,99 < 3.65 
0.01 91 | 10-6 5.05 515 3.99 
0,005 66 | 10-6 5.18 5.25 40 


Die von McGill (l.c.) und Evers (1. c.) gefundenen Werte sind ganz 
fehlerhaft. Zu meinen eigenen Resultaten ist folgendes zu bemerken. 

Eine 0,05 mol. Lésung von einem Handelssalz Morphinchlorid in 
reinem Wasser hatte auf Methylrot ein p, von 5,4. Nach der Umkri- 
stallisation aus Wasser ein p,, von 6,0! Offenbar enthilt das Salz also 
eine Spur freies Morphin und nimmt diese Menge beim Umkristallisieren 
zu. Ich habe daher ein Handelssalz zweimal aus Alkohol umkristallisiert 








5ccm 0,01n 
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bei Anwesenheit von sehr wenig Salzséure, gut ausgewaschen usw. Dann 
erhielt ich Werte, welche in der Tabelle mitgeteilt sind und in guter 
Ubereinstimmung mit den berechneten sind. 

Uber die Titrierbarkeit des Morphins werde ich an anderer Stelle auch 
ausfiihrlicher berichten. Das Resultat der Untersuchung war, daB Morphin 
in wiasserigem Mittel ganz scharf auf Methylrot titrierbar ist. Sogar eine 
0,01 n Lésung 146t sich auf 0,4 Proz. genau auf diesen Indikator titrieren. 
McGill empfiehlt Bromphenolblau, das jedoch in verdiinnter, wisseriger 
Lésung nicht so gut brauchbar ist wie Methylrot. Bei Anwesenheit von 
50 Proz. Weingeist fand ich jedoch, daB Methylrot einen unscharfen Um- 
schlag gibt, Bromphenolblau dahingegen zu empfehlen ist, wenn man 
zu einer griinen Farbe titriert. Sogar in 0,01 n Lésungen ist der Umschlag 
dann auf einen Tropfen scharf wahrzunehmen. 

Codein, Monomethylester des Morphins. Bei der Bestimmung der 
Dissoziationskonstante bin ich ausgegangen von einer Handelszubereitung, 
die aus Weingeist bei Anwesenheit von einer Spur Salzsiure umkristallisiert 
wurde. Aus der Chloridbestimmung und der Titration auf Phenolphthalein 
mit Natron ergab sich, daB die Konzentration der Lésung der oe 
Menge Salz entsprach. 


Dissoziationskonstante von Codein. 











Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator POH [OH] K .107 
«=)+05cem 00ln NaOH 7,18 Phenolrot 7,02 |9,7.10-* 8,7 
Sait! » » » | 7,60 . 6,60 |25.10-°| 10 
ee +25 , ~ = 8,15  Kresolrot 605 9 .10-7 9 
33 4--) i ns 8,75| Phenolrot 545 36.10-¢ 9 
5/4+45 , " “ 9,05 - 5,15 | 7,1. 10-* 8 

Im Mittel k = 9. 10-7 
Pr = 6,05 


Weise und Levy') fanden eine Konstante von 1. 10-7. 

Bei der Vergleichung der Konstante des Codeins mit der des Morphins 
sehen wir, da8 die Einfiihrung der Methoxylgruppe fast gar keinen Einflu8 
auf die GréBe der Konstante der basischen Gruppe hat. 

Das Verhalten von Codeinsalzen ist dasselbe wie das von Morphin- 
salzen. Eine 0,05 mol. Codeinchloridlésung aus einer Handelszubereitung 
hergestellt, hatte ein p, von 5,6; nach der Umkristallisation aus saurem 
Weingeist 5,3 (ber. 4,75). Es scheint also, daB auch dieses gereinigte Salz 
noch eine Spur freie Base enthalt. In Ubereinstimmung damit fand ich, 
da8 das p, beider Lésungen sich beim Verdiinnen nicht Anderte. 

Ebenso wie Morphin ist Codein in wasseriger Lésung scharf titrierbar 
auf Methylrot. 5ccm 0,05 mol. Codeinchloridlésung sind nach Zusatz 
von 0,12 cem 0,01 n Natron (d.i. 0,5 Aqu.-Proz.) vollkommen alkalisch 
auf Methylrot und vollkommen sauer auf diesen Indikator nach Zusatz 
von 0,04. cem 0,01 n Salzséure (0,16 Aqu.-Proz.). 

Bei Anwesenheit von Weingeist ist der Umschlag dahingegen wieder 
unscharf. Eine Mischung von 5ccm 0,05 mol. Codeinchlorid und 5 ccm 
starkem Weingeist nahm 1,8ccm 0,01 n Natron, bevor die Farbe rein 
gelb war und 0,1 ccm 0,01 n Salzséiure, bevor die Farbe ganz rot war. Bei 


1) Weise und Levy, Journ. Chim. Phys. 14, 261, 1916. 
Biochemische Zeitschrift Band 162. 23 
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Anwesenheit im Weingeist ist Bromphenolblau wieder zu empfehlen. Eine 
Mischung von 5ccm und 5ccm starkem Weingeist ist noch blau gefarbt 
auf diesem Indikator. Nach Zusatz von 0,1 cem 0,01 n Salzséure ist di: 
Farbe schon griinblau, von 0,2 ccm 0,01 n Séure griingelb. 

Durch verschiedene Titrationen konnte ich dann bestatigen, daf in 
wasseriger Lésung mit Methylrot, in 50 Proz. alkoholischer Lésung. mit 
Bromphenolblau ganz genaue Resultate erhalten werden. 

Dionin, Athylmorphinchlorid. Bei den Versuchen ging ich aus von 
einer Zubereitung von Fr. Bayer. Die 0,05 mol. Lésung hatte ein py, von 4,8 
(ber. 4,75), die 0,01 mol. Lésung 5,0 (ber. 5,1). Die Dissoziationskonstante 
wurde wieder aus p, berechnet in Mischungen von 0,01 mol. Dionin mit 
0,01 n Natron. 


Dissoziationskonstante des Dionins. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator Pou [OH] kK .107 

~ nu |7,15 Bromthymolbl.| 7,05 |) i 

5 + 0,5ccm {7,15 Phenolrot 7,05 || 9.10 8,1 
sfy+1 , 0,01ln = 7,55 . 665 2,2.10-7 9.0 
2 1+25 , NaOH — 8,15 Kresolrot 6,05 9.10-7 9.0 
3; +4 , 86  Thymolblau 5.6 25.10-6 6.2 
” +45 , 8,95 . 5,25  5,7.10-¢ 63 

Im Mittel K — 7,6.10-7 
Pk 6,12 


Praktisch kénnen wir also sagen, da®B Morphin, Codein und Athy!l- 
morphin dieselben Dissoziationskonstanten als Base haben. Das Athy!- 
morphin hat ebensowenig wie das Codein saure Eigenschaften. 

Von den Eigenschaften einer Dioninlésung und die Titrierbarkeit des 
Athylmorphins gilt genav dasselbe, was bei Codein gesagt ist. 


CH, 
Apomorphin: | 
N—CH, 
CH 
CH, 
HO 
HO\ y 


Das Apomorphin verhalt sich ebenso wie das Morphin wie eine schwache 
Base und eine sehr schwache Saure. 

Bei meinen Versuchen ging ich aus von ,,Apomorphinhydrochlorid 
Merck“, das fast ganz farblos war, die 0,05 mol. Lésung war nur schwach 
gefarbt. 10ccm dieser Lésung nahmen bei Anwesenheit von Chloroform und 
unter starkem Schiitteln 4,9 ccm 0,1 n Natron auf Phenolphthalein. Ohne 
Chloroform findet man etwa 20 Proz. zuviel Lauge gebunden, wahrend 
dieser Fehler bei Anwesenheit von Weingeist noch gréBer wird. 

5ccm 0,01 mol. Apomorphinchlorid nahmen 6 ccm 0,01 n NaOH auf 
Phenolphthalejn, mit 5 ccm Weingeist etwa 6,7 ccm 0,01 NaOH. 

Das py, der 0,05 mol. Lésung war 4,2 (Methylorange), der 0,01 mol. 
Lésung 4,5 (Methylorange); nach Berechnung aus der Dissoziationskonstante 





5ecm O01 n 


de 
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sollten diese Werte 4,25 bzw. 4,6 sein. Bei der Bestimmung der basischen 
und sauren Dissoziationskonstante hatten wir groBe Schwierigkeiten wegen 
der geringen Léslichkeit des Apomorphins, daher muBten die Mischungen 
stark mit Wasser verdiinnt werden. 


Dissoziationskonstante als Base k, des Apomorphins. 














Zusammensetzung der Losung PH Indikator Pou | OH’ kp - 10° 
| 

+ 20cem) +0,5cem)— 6,2 Bromkresolpurpur 8,0 1o-* 09 

_ + 40 +1 ., Io! 66 7.6 25.1078 | 10 

sty+80 , I54+25 , ys 72 Phenolrot 7,0 FF pak’. 
sa e 73 Kresolrot 6.9 | 125.1077 , 1,25 
SVwi+95 . +4 ., |5 4(7,6| Neutralrot 6,6 25.10-7 25) 

7 = \'7'8| Kresolrot 64 | 4.107 190 

Im Mittel kp 1.10 

Pky, 7,0 


Bei den meist alkalischen Lésungen muBte schnell gemessen werden, 
weil die Fliissigkeit schnell anfing sich griin zu farben. Eigenartig war das 
Verhalten von Bromthymolblau. Die beiden ersten Mischungen, welche 
in der Tabelle genannt sind, hatten eine rein gelbe Farbe auf diesen Indikator. 
Daraus wiirde man schlieBen, daB das p, kleiner als 6,0 war! Das Apo- 
morphin scheint also stark auf den Indikator einzuwirken und einen groBen 
Fehler zu verursachen. 

Bei der Bestimmung der Dissoziationskonstante als Saéure habe ich 
auch wieder Mischungen von Apomorphinchlorid und Lauge hergestellt, 
welche mdédglichst schnell gemessen wurden. Die Pufferlésungen, welche 
zur Vergleichung dienten, wurden mit Indikator versehen fertiggestellt. 

Uber die Berechnungsweise vergleiche bei Morphin. 


Dissoziationskonstante als Saéure k, des Apomorphins. 





Zusammensetzung der Lésung PR Indikator (H’] ke, - 10° 
eae (+ 9 ccm) § ecm - sx «8,4 Phenolphthalein | 4.10-9 10 
Sse} + 90 a+ +7 . 75 so (90 = 1.10-° 1,0 
“st 1+ 90 +9 SZ 94 r 4.107 | 16 
Im Mittel k, 1,2.10-° 
Pk, 8.92 


Aus den Werten von k, und k&, kénnen wir wieder berechnen, daS 
der isoelektrische Punkt liegt bel | einer Wasserstoffionenkonzentration 


H 10-892 10-142 5,06 —9 
(H'}, p } on7 30 = 10-80 = 8,7. 10-9. 


Py beim isoelektrischen Punkte ist 8,06. 

Das Léslichkeitsprodukt wurde wieder bestimmt in der Weise, wie 
friiher abgeleitet war. Die Versuche konnten nicht so genau gemacht 
werden wie bei den anderen Alkaloiden. Mit einer Apomorphinionen- 
konzentration von 1,5. 10-3 und einer Hydroxylionenkonzentration von 
2,5. 10-5 in der Lésung, war das gefallte Alkaloid im Gleichgewicht. 

Daraus berechnen wir ein Ionenprodukt als Base: 

Lapomorphin OH = etwa 4. 10-1). 

Hieraus und aus der Dissoziationskonstante leiten wir eine Léslichkeit 

des Apomorphins im Wasser ab von 4. 10-4 molar. 


23* 
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Von der Titrierbarkeit des Apomorphins gilt wieder dasselbe, was 
bei den vorigen Alkaloiden gesagt ist. Im wasserigen Mittel ist Methylrot 
geeignet, bei Anwesenheit von Weingeist ist Bromphenolblau zu empfehlen. 


H ydrastis-Alkaloide. 
CH, 
0; CH, 
Hydrastin: H,C 
oO NCH, 
CH 


CH-O 
| 
CO 
L OCH, 

Das Hydrastin hat also ungefahr dieselbe Konstitution wie Narcotin. 
In Ubereinstimmung damit werden wir sehen, da8 wir auch dieselbe Disso- 
ziationskonstante fiir Hydrastin finden, wie beim Narcotin bestimmt ist. 
Bei meinen Versuchen bin ich ausgegangen von ,,Hydrastin Merck“, von 
dem ich 393 mg (M = 393) in 10 ccm 0,1 n Salzséure liste. Diese Lésung 
wurde in einem MaBkolben bis zu 100 ccm verdiinnt und zeigte dann ein p, 
von 4,1 auf Methylorange. Bromphenolblau zeigte in der Lésung eine 
andere Farbe wie in der Pufferlésung und war daher zur Messung von py 
nicht zu verwenden. 

Bei der Bestimmung der Dissoziationskonstante muBten die meist 
alkalischen Lésungen wieder stark verdiinnt werden, weil sonst das Alkaloid 
gefallt wurde. 

Dissoziationskonstante von Hydrastin. 





Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator POH [OH] K . 108 
=( +05 ccm 0,01 n NaOH 5,5| Methylrot 87, 2.10-°| 18 
Ss2i+l , =. : 5,9 | ” 83 | 5.10-°°) 20 
=F Dasselbe + 20 ccm Wasser 58 7 84; 4.19-*| 16 
gs) + 20 cem | & + 2,5cem 001 6.4 Bromkresolpurp. 7,8 /1,6.10-°| 1,6 
35 + 20 2 4 Ni OH 69 Phenolrot 7,3 5,0.10-*| 1,25 
“2 » jp te » [Me 7,1 Neutralrot | 7,1 8.10-*| 20 
Im Mittel K — 1,7.10-° 
Pk 7.77 


Fiir ein Narcotin fanden wir ein pk von 7,84. 

Veley gibt an, daB die Dissoziationskonstante des Hydrastins etwa 
gleich 1. 10-7 ist. 

Bei der Bestimmung des Léslichkeitsproduktes wurde folgendes 
wahrgenommen : 


Bestimmung des Léslichkeitsproduktes des Hydrastins. 





Am nichsten Tage 





Zusammensetzung der Lésung -— 


Aussehen Pu POH 
5cem 0,01 n Chlorid + 0,7 cem 0,01 n yy klar 
5, -» » +909, », Io ® 
ee a - +10 , . @ | Spuren Kristalle abgesetzt 5,7 85 
Ps mt " +12 , Z | Schéne Kristalle abgesetzt 5.5 8,7 
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Die dritte Lésung, welche Spuren Kristalle abgesetzt hatte, war nach 
1 tag. Stehen noch nicht im Gleichgewicht. Aus den obenstehenden und 
anderen Versuchen konnte ich ableiten, daB das feste Hydrastin im Gleich- 
gewicht war mit einer Lésung, welche 7.10-3n an Hydrastinsalz war 
und eine Hydroxylionenkonzentration von 2.10~—° hatte. Daher finden 
wir fiir das Léslichkeitsprodukt 


Lytydrastin = 1,4. 10-1). 


Aus LT und K berechnen wir dann eine Léslichkeit des Hydrastins 
in Wasser, welche einer Konzentration von 8,2. 10-4 mol. entspricht. 


Fiir die Titration des Hydrastins ist Methylorange oder Dimethylgelb 
am geeignetsten. Wenn die Endkonzentration etwa 0,01 n ist, so nimmt 
man eine Vergleichslésung mit p, von 4,2; ist sie 0,1 n, so titriert man bis 
zum py, 3,9. Bromphenolblau ist in wasseriger Lésung nicht so geeignet 
wie die beiden Azoindikatoren. 

Eine Mischung von 10 ccm 0,01 n Hydrastinchlorid und 10 cem starkem 
Weingeist ist ganz sauer auf Bromphenolblau. Sie nimmt etwa 0,25 ccm 
0,01 n Lauge, bevor die Farbe anfangt sich nach griin zu dndern. Es ist 
also zu empfehlen, Hydrastin in wasserigem Mittel zu titrieren. 


C Hy 
O \C Hy, 
Hydrastinin: H,Cx 
‘Oo NHCH, 
@ C—H 


Wenn man am Kohlenstoffatom @ eine OCH,-Gruppe einfiihrt, 
erhaélt man Cotarnin (vgl. bei Narcotin). Beide Substanzen sind quaternire 
Stickstoffbasen; es ist also zu erwarten, daB sie sich wie starke Basen ver- 
halten werden. In der Tat konnte dies bestatigt werden. Bei den Ver- 
suchen bin ich ausgegangen von ,,Hydrastininhydrochlorid Merck‘’. Die 
Lésung hatte eine gelbe Farbe und eine starke Fluoreszenz. Daher sind 
alle kolorimetrischen Messungen im Komparator ausgefiihrt. Das Hydro- 
chlorid anderte die Reaktion des Wassers nicht. 


Dissoziationskonstante des Hydrastinins. 





Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator Pou {OH} K .108 
+1 com) _ 10,2 SalicyigelbG 40 | 1.10% 24 
5eccem | +25 . ls © 10,80 . 3.4 4.10°-* 36 
0,05 n Chlorid | +10 , | S.2 11,35 ra 285 |14.10-5 21 
+15 . JA 11,60 vi 2,60 |25.10-°, 16 — 
Im Mittel K — 24.10-° 
pr = 2,62 


Die Konstante ist also ziemlich groB, daher ist die Unsicherheit in 
dem von uns gefundenen Werte auch etwas gréGer als bei den anderen 
Alkaloiden. Wenn man die in der Tabelle genannten Mischungen einige 
Tage gut verschlossen stehen l48t, so nimmt die Hydroxylionenkonzen- 
tration ab. Wahrscheinlich findet eine Tautomerisation statt. 
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CH, 
oO, CH, 
Berberin: H,( NOH 
Oo 
( OCH, 
| locH, 


Hier haben wir also auch eine quaternére Stickstoffgruppe. Ich habe 
eine Handelszubereitung Berberin zweimal aus Alkohol umkristallisiert. 
Dann wurde bei 18° eine geséttigte Lésung in Wasser hergestellt, das 
Wasser abgegossen und dies so oft wiederholt, bis die Leitfahigkeit konstant 
blieb. Das verwendete Wasser hatte bei 18° eine Leitfaihigkeit von 
1,1.10-®sec/Ohm und die gesittigte Lésung bei 18° von 1,98. 10-4 sec/Ohm. 
Wenn wir annehmen, da® die Aquivalentleitfahigkeit des Berberins bei 
unendlicher Verdiinnung gleich 22 + 174 = 196 ist, so finden wir, da6B 
eine Leitfahigkeit von 1,98.10-4 einer Hydroxyl- und Berberinionen- 
konzentration entspricht von 1,01 . 10—3n. 

Die totale Konzentration des Berberins in der Lésung wurde kolori- 
metrisch bestimmt durch Vergleichung der Farbe mit der von Berberin- 
lésungen von bekanntem Gehalt. Die Messungen sind am scharfsten in 
alkalischem Mittel von Soda auszufiihren, die Farbe ist dann orangebraun ; 
in saurer Lésung ist sie gelb. In dieser Weise fand ich, da die totale Konzen- 
tration des Berberins gleich 1,3 . 10—3 n ist. Der ungespaltene Teil ist daher 
(1,3 — 1,01) 10-3 = 0,29. 10-3 mol. und die Dissoziationskonstante 


i. hs eee 
= —~ — 3.3 . 0-3 
K = "39. 10-4 mt 
P, = 2,47. 


Wahrscheinlich ist dieser Wert noch etwas zu klein. Jedenfalls sehen 
wir, daB das Berberin sich ebenso wie das Hydrastinin wie eine ziemlich 
starke Base verhialt. 


Aus den Bestimmungen kénnen wir weiter ableiten, dab 


Lerverin = 1+ 10-6. 
CH, 
H H H, 
H,C,—C —C—C—C—N 
Pilocarpin: b DCH. 
OL C—N’ 
| H, H 


O 


Pilocarpin enthalt den Glyoxalinring (Imidazol) und ist eine zwei- 
séurige Base. Bei den Versuchen ging ich aus von Pilocarpinchlorid, von 
dem eine 0,05 mol. Lésung hergestellt wurde. 20 ccm dieser Lésung nahmen 
9,4ccem 0,1n Natron auf Phenolphthalein; wurden dann 20 ccm starken 
Weingeist: zugefiigt, so wurden 10,0ccm Lauge verbraucht. Statt Weingeist 








5 com 
+ q 


5ecm 
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kann man auch Chloroform hinzufiigen; es wird dann die berechnete Menge 
Lauge gebunden. 

Fiir die Berechnung der ersten Dissoziationskonstante habe ich pg 
gemessen in Mischungen von 0,01 mol. Pilocarpinchlorid und 0,01 n Natron. 


Erste Dissoziationskonstante des Pilocarpins. 





Zusammensetzung der Lésung py Indikator Pou {[OH’] K, . 108 
, , a2 6,1 Methylrot 81 |) -9 
gE: - bean | 0,0in 6,1 Bromthymolblau 8.1 || 9 .10 8,1 
Zz 4 | NaOH 6,95 Phenolrot 7,25 | 5,7.10-* 5,7 
athe tial . 7,65 . | 665 | 28.10-7 | 7 
Im Mittel K, = 7.10-* : 
Pk, 7,15 


Nach Veley betragt die erste Dissoziationskonstante etwa 1. 10~—?, 
nach den Messungen von Fr. Miiller mit der Wasserstoffelektrode 1,07.10—7 
(18°). Die Ubereinstimmung mit meinem Werte ist also befriedigend. 

Die zweite Dissoziationskonstante ist sehr klein. Bei den Berechnungen 
habe ich angenommen, da8B das Mono- und Bisalz denselben Dissoziations- 
grad haben. Hierdurch wird die Konstante etwas zu hoch berechnet; der 
Fehler ist in bezug auf die Genauigkeit der Messungen vernachlassigbar. 


Zweite Dissoziationskonstante des Pilocarpins. 








Zusammensetzung der Lésung py Indikator Pou [OH] K, . 1018 
gece es J - cem |<. 3,3. Methylorange 10,9 1,25.10-" | 4 
ges =2 2,25, Thymolblau 13 | 
o36 |" ” {= | 9'25| Tropaolinoo |j 11,95 1,1 . 10 15 


Im Mittel A, = 2, 
Pk, = 12, 


7 
57 


Veley gibt den viel gréBeren Wert von 4,2. 10-—!! an. 

Eine 0,05 mol. Pilocarpinchloridlésung hatte ein p, von 4,7; die des 
Nitrats von 4,9. Die 0,01 mol. Chloridlésung ein p, von 4,85. Fiir die 
Titration des Pilocarpins sind Methylorange, Dimethylgelb oder Brom- 
phenolblau am geeignetsten. Der Umschlag auf Methylrot ist vag und tritt 
zu friih auf. 5ccem 0,05 mol. Pilocarpinchloridlésung nahmen etwa 1 ecm 
0,01 n Natron, bevor die Farbe des Methylrots rein gelb war. Bei Anwesenheit 
von gleichem Volumen Weingeist ist der Umschlag noch unscharfer und wird 
fast alle gebundene Salzséure titriert, bevor der Indikator seine alkalische 
Farbe angenommen hat. Eine 0,05 mol. Pilocarpinchloridlésung hat auf 
Bromphenolblau eine blauviolette Farbe; 5 cem verbrauchte» 0,2 cem 0,01 n 
Salzsiure, bevor die Farbe gelbgriin war. Bei Anwesenheit von gleichem 
Volumen starken Weingeists ist Bromphenolblau der einzige brauchbare 
Indikator. Eine Mischung von 5 ccm 0,05 mol. Pilocarpinchlorid und 
5ecm starkem Weingeist hatte eine hellgriine Farbe nach Zusatz des 
Indikators. Nach Zusatz von 0,3 ccm 0,01 n Natron war die Fliissigkeit 
rein blau und von 0,1 cem 0,01 n Salzséure gelb. 


Isopilocarpin. Nach Fr. Miiller ist die erste Dissoziationskonstante 
bei 18° 6,8. 10-5; py = 7,17. 
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Aconitin. C3,H,,NO,,. Die Konzentration dieses Alkaloids ist noch 
nicht erkannt. Zuerst verwendete ich bei meinen Versuchen Aconitinnitrat. 
Es zeigte sich jedoch, daB die Léslichkeit dieses Salzes zu gering war fiir 
meine Zwecke, die gesittigte Lésung entsprach einer Konzentration von 
2,6 . 10-4 mol. 

Daher habe ich aus ,,Aconitin Merck*‘ Aconitinchlorid hergestellt. 
322 mg des Alkaloids nahmen 5,0 ccm 0,1 n Salzsiure auf Methylrot. 


Dissoziationskonstante des Aconitins. 








Zusammensetzung der Lésung Py Indikator Pou [OH K . 108 
3 (+05ccm 7,1 Phenolrot 7,1 (9 .10-§| 0,72 
== | fee | 001 n 755 s 6.65 224.10-7 089 
oni/+235 , iw 8.4 Kresolrot . -¢ , 
goli25 ° | NaOH | 94 | Thymolblau | 58 16 .10 1,6 
= +4 , 9,15 ‘ 55 |9 0°¢| 22 

Im Mittel K 13. 10-6 
pk — 5,88 


Im Gegensatz hiermit fand Veley einen Wert von nur 3. 10—°. 


Bei der Bestimmung der Léslichkeitsprodukte zeigte es sich, daB die 
Léslichkeit des Aconitins sehr gering ist. Sogar eine Mischung von 5 ccm 
0,01 mol. Aconitinchlorid mit 0,1 com 0,01 n Natron, welche geimpft war, 
gab nach 24stiindigem Stehen noch eine sehr geringe Fallung. Ich konnte 
ableiten, daB das Aconitin im Gleichgewicht war mit einer Lésung, welche 
8.10-3 n an Aconitinchlorid war und eine Hydroxylionenkonzentration 
6,4.10-°5 hatte. Daraus finden wir: 


L = 8.10-3.6,4.10—-8 = 5. 10-10, 


Aconitin 


Aus L und K berechnen wir dann eine Léslichkeit von Aconitin im 
Wasser, welche einer Konzentration von 4.10—‘4 mol. entspricht, oder 
260 mg im Liter. 

Aus der GréBe der Dissoziationskonstante kénnen wir schon ableiten, 
daB Aconitin auf Methylrot scharf titrierbar ist. 


In der Tat konnte ich dies bestatigen. Bei Anwesenheit von gleichem 
Volumen Weingeist ist der Umschlag wieder unscharf, aber in diesem Falle 
ist Bromphenolblau wieder zu empfehlen. Eine Mischung von 5 ccm 0,01 mol. 
Aconitinchlorid mit 5 ccm starkem Weingeist wurde vom Indikator blau 
gefarbt, nach Zusatz von 0,1 ccm 0,01 n Salzsiéure war sie griinblau, von 
0,2cem 0,01 n Saéure griingelb. 





Colchicin. C,,H,;NO,. Das von mir verwendete Praparat von Merck 
léste sich sehr gut in Wasser. Eine 0,05 mol. Lésung anderte die Wasser- 
stoffionenkonzentration des Wassers nicht. Hieraus kénnen wir schon 
ableiten, daB das Colchicin sich nur wie eine auBerst schwache Base ver- 
halten kann. In Wirklichkeit fand ich dann auch, daB die Basenstarke 
des Colchicins von der Ordnung de: Harnstoffe: ist. Nach Windaus 
enthalt das Colchicin die —--N H—COC,H,-Gruppe, in welcher die Stickstoff- 
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gruppe also nur duBerst schwache Basenfunktion haben kann (vgl. mit 
EiweiBsubstanzen). Die Dissoziationskonstante habe ich berechnet aus 
Messungen von p, in Mischungen von 0,05 mol. Colchicinlésungen mit 
0,01 n Salzsiure. Die Berechnungsweise ist nicht sehr einfach und wird 
hier fortgelassen. 


Dissoziationskonstante des Colchicins. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator Pou [OH') K .1013 
si Seem | =, 36 | Methylorange | 106 25.107" 33 
0,05 mol. | 4 Te » es 34 x | 108 16.10 4.9 
Colchicin + 2.5 ‘4 { ee 3.0 bi | 11.2 6.4 : 10-12 5 
Im Mittel K 45.1075 
pk — 12,35 


Das Colchicin ist also auf keinen Indikator titrierbar. 

Zudem kénnen wir bemerken, daB8 Colchicin aus schwach saurem 
Mittel fast ebensogut ausschiittelbar ist in organische Lésungsmittel wie 
in alkalischem Mittel. Nur in stark saurer Lésung kann die Salzbildung 
merkbar werden. 





Emetin. Cy HyN,O, Das Emetin ist eine zweiséurige Base. 
Eigenartig genug geben uns Veley und Fr. Miiller beide nur eine 
Konstante an, und zwar, wie sich zeigen wird, die zweite Dissoziations 
konstante. 

Bei meinen Versuchen hatte ich zwei Zubereitungen von Emetin- 
chlorid von verschiedener Herkunft zur Verfiigung. Beide verhielten sich 
vollkkommen analog und hatten die Zusammensetzung C,,H,,N,O, 2 HCl 
4 H,O. Man kann alle gebundene Saure titrieren auf Phenolphthalein als 
Indikator bei Anwesenheit von Chioroform. 10 ccm 0,033 n Lésung nahmen 
33,1 ccm |} 00.1 n 
32,9ccm | 
0,01 n Silbernitrat verbraucht wurden. Mit stairkeren Lésungen wurden 
analoge Resultate erhalten. Bei der Bestimmung der ersten Dissoziations- 
konstante mute wegen der Schwerléslichkeit des Emetins bei groBer Ver- 
diinnung gearbeitet werden. 


Natron, wahrend nach der Volhardtitration 33,0 ccm 


Zweite Dissoziationskonstante des Emetins. 





Zusammensetzung der Lésung py Indikator POH [OH] K, .10 
<= + 0,475 ecm Pye] 6.6 Bromthy molblau 7.6 2,5 lo? 2.25 
gens { +095 , =O 7,05 Phenolrot 7,15 7,.1.10-8 28 
236 oe |S 7,5 c 67 2 .10-7 2,0 

ar i+ess A 8 Kresolrot 61 8 .10-7 | 20 

Im Mittel K, 2.3.10 
Pk, — 6,64 


Bei einer Versuchsreihe mit der anderen Zubereitung des Emetin- 
chlorids in 0,086 mol. Lésung fand ich im Mittel einen Wert von 1,5 . 10~°. 
Nach Veley ist der Wert 2.10—5, also viel zu groB; nach Fr. Miiller 
8,1.10-—7. Letzterer Wert ist in besserem EKinklang mit meinen Resultaten. 
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Erste Dissoziationskonstante des Emetins. 











Zusammensetzung der Lésung Py Indikator | Pou [OH’] K, . 10° 
1ocem {+ 7)18cem) 2 = 185 Thymolblau | 5,7 2 .10-*| 2 
0,00475 mol, +76 =°| 89 i 63 | 5 .10°° 2 
Chiorid "| 4 9'55 ” | = 3] 9'3 : 49 13.105 12 
Im Mittel K, — 1,7.10-° 
Pky 5,77 


Das Léslichkeitsprodukt des Emetins berechnet als einséurige Bas 
3,75 . 10-9. 


8 


LeEmetin OH ~ 


Hieraus und aus K, berechnen wir eine Léslichkeit des Emetins in 
Wasser, welche einer Konzentration von 2. 10—3 mol. entspricht. 

Die erste Dissoziationskonstante ist nur etwa 13mal gréGer als die 
zweite. Daher ist es unméglich, Emetin wie eine einséurige Base zu titrieren. 
Die Fliissigkeit puffert sehr stark in der Nahe von Monosalz. Dahingegen 
ist die zweite Konstante noch groB genug, um Emetin als zweiséurige Base 
auf Methylrot titrieren zu kénnen. Der Umschlag ist sehr scharf. Eine 
0,025 mol. Emetinchloridlésung hatte auf Methylrot ein py von 5,2. 

Bei Anwesenheit von Weingeist ist Methylrot wieder nicht gut zu 
verwenden. Dann ist Bromphenolblau wieder zu empfehlen. 


Solanin. Cs,H g,NO.; M = 919. 500mg des von mir verwendeten 
Priparats verbrauchten 5,4 ccm 0,1 n Salzsiure auf Methylrot. Dimethyl- 
gelb und Methylorange sind auch zu verwenden. Man list in UberschuS 
Saure und titriert zuriick. Die oben gefundene Titerzahl entspricht einem 
Aquivalentgewicht von 925. Das ist also eine gute Ubereinstimmung mit 
der angegebenen Zusammensetzung nach Zwenger. Das Solanin ist auBer- 
ordentlich schwer léslich; daher muBte bei der Bestimmung der Dissozia- 
tionskonstante stark mit kohlenséurefreiem Wasser verdiinnt werden und 
nach Herstellung der Mischungen schnell gemessen werden. 


Dissoziationskonstante des Solanins. 











Zusammensetzung der Lésung Pu Indikator Pou | [OH] |kK.107 
efz | + a me ~ 6,5 Bromtbymolblau) 7,7 | 2 . 10-5 18 
335% +4 tg 3 a 73 | 5 .10-* 20 
«56 | t 100 76 Phenolrot | 66 | 25.10-7 25 

Im Mittel K = 2,2 .10-7 
Pk 6,66 


Bei der Bestimmung der Léslichkeitsprodukte ergab sich, daB in einer 
Mischung von 5ccm 0,0108n Solaninchlorid, 50 cem Wasser und 0,5 cem 
0,01 n Natron beim Stehen schon eine Fallung des Alkaloids eintrat. Das 
Py der obenstehenden Lésungen war dann 6,0, also [(OH’] = 6,4. 10~—%. 

Hieraus berechnen wir ein Léslichkeitsprodukt 


Lestenin = 6,4. 10-12. 

Aus L und K finden wir dann eine Léslichkeit von Solanin in Wasser 
entsprechend einer Konzentration von 3.10-5mol. oder etwa 25 mg 
im Liter. 


* * 
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Wie schon gesagt, und aus der Konstante abzuleiten ist, ist Solanin 
auf Methylrot, Methylorange und Dimethylgelb titrierbar. 


Physostigmin (Eserin): C,, Hy, N, Og. 
NHCH, 
co on 
oO C,H;NCH,. 





NCH, 

Die Konstitution ist noch nicht ganz aufgeklart. 

Zu erwarten ist, daB die Gruppe —CO—-N H—CH, nur sehr schwach 
basische Eigenschaften haben wird, so daB das Pilocarpin wie eine zwei- 
séurige Base zu betrachten ist. Wie wir sehen werden, ist auch die zweite 
Dissoziationskonstante sehr klein, so daB das Alkaloid sich praktisch wie 
eine einséurige Base verhilt. 

Bei den Versuchen ging ich aus vom Physostigminsulfat Merck 
(C,,H,,N,O,),H,SO,. Die 0,025 mol. Lésung hatte ein py von 4,7. Eine 
Mischung von 10 ccm dieser Lésung und 50 ccm starkem Weingeist nahmen 
5,0 cem 0,1 n Natron auf Phenolphthalein. 


Erste Dissoziationskonstante von Physostigmin. 





Zusammensetzung der Lésung Py Indikator | Pou [OH] | Kg. 10"8 
~ (+ 05cem a i |i 2,8 Phenolrot 7,1 8 .10-* 7,2 
gesfir , 126 | 7 ‘ 67/2 .107 80 
mek | + 25 ,, | oS <2 8/1 Kresolrot 61/8 .10°7 8.0 
+ 4 ” - 4A 90 Thymolblau 52 | 64.10-6 71 

Im Mittel K, — 7,6.10-7 
Pk, 6,12 


Die GréBe der zweiten Dissoziationskonstante wurde angendhert 
bestimmt durch Messungen von p, in Mischungen von 5cem 0,05 n 
Physostigminsulfat mit Salzsaure. 


Zweite Dissoziationskonstante des Physostigmins. 





cm MI HCL PH| Indikator Poy [OH'] | [Bisalz} | [Monosalz] |X. 10" 
1 cem 0,0ln 3,45 Methylorange 10,75 1,8.10-* 13.10-° 4,2. 10-3 55 ” 
25 . OOln 3,1 * ll! 8 .10°1925.10-5 33.10-% 6 


Im Mittel K,= 5,7.10-% 
Pk, — 12,24 

Aus K, und K, berechnen wir einen Wert fiir das p,, einer Physostigmin- 
salzlésung von 5,0. Die oben verwendete Sulfatlésung hatte in 0,05 mol. 
Lésung ein py von 4,7. Physostigmin ist als einséurige Base gut titrierbar 
auf Methylrot als Indikator. Man titriert bis zum py = 5,0. 

Cevadin (kristallisiertes Veratrin). C,,H,NO,; M = 591. Ich ver- 
wendete eine Zubereitung von Merck, welche den Anforderungen der nieder- 
landischen Pharmocopaea entsprach. 591 mg wurden in 11 ccm 0,1 n Salz- 
siure gelést und auf Methylrot zuriicktitriert. Gebunden waren 9,9 ccm 
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0,1 n Séure. Der Umschlag ist sehr scharf; man muB8 jedoch sehr vorsichtig 
zuriicktitrieren, weil das Cevadin beim Einfallen der Lauge niedergeschlagen 
wird. 


Dissoziationskonstante von Cevadin. 





Zusammensetzung der Lésung | Py Indikator Pou [OH] K . 108 
10 cem 0,.0Iln Cevadin- | 
chlorid + 0,5ccm 0,01 n 


ee ae 8,1 | Thymolblau 61 | 8 .10-7 7,2 
10 cem 0,01 n Cevadin- 

chlorid + leem 0,01n 

a 85 - 5,7 S we | 8.0 


10 cem 0,01n Cevadin- 
chlorid + 2,5cem 0,01n 
NaOH (+ l0ccm Wasser) | 9,0 f 52 | 64.10-*| 64 
Im Mittel K 7.2.10-6 
Pe — 5,15 


Das Cevadin ist also eine ziemlich starke Base. Bei der Bestimmung 
des Léslichkeitsprodukts ergab sich, daB eine Mischung von 5ccm 0,05 n 
Cevadinchlorid und 0,8ccm 0,01 n Lauge nach | tég. Stehen noch eben 
keine Fiallung gab, mit 0,9 ccm 0,01 n war eine kristallinische Abscheidung 
gebildet. Das p,, der Lésung war 8,5, also [OH’] 2 . 10—°, die Cevadinsalz- 
konzentration 3 . 10—? n. 

Hieraus finden wir fiir das Léslichkeitsprodukt: 


L&vade= 6 . 10-8. 


Aus L und K finden wir fiir die Léslichkeit 8 . 10-3 mol. 


In wiasserigem Mittel ist Cevadin scharf auf Methylrot titrierbar. Bei 
Anwesenheit von gleichem Volumen starken Weingeists ist Bromphenolblau 
wieder zu empfehlen. 


Kurze Zusammenfassung. 


1. Alkaloide, welche einséurige Basen sind und eine Dissoziations- 
konstante haben gréBer als etwa 5 x 10~’, sind scharf auf Methylrot 
titrierbar. Wenn die Konstante kleiner ist, mu8 man Dimethylgelb, 
Methylorange oder Bromphenolblau anwenden und titrieren bis zu 
der richtigen Wasserstoffionenkonzentration, also mit einer Vergleichs- 
lésung. Aus der Dissoziationskonstante ist zu berechnen, bis zu welchem 
Pa Man zu titrieren hat. 

2. Bei Anwesenheit von 50 Proz. Weingeist ist der Umschlag auf 
Methylrot nie scharf. In diesem Falle ist Bromphenolblau als Indikator 
zu empfehlen. 

3. In der folgenden Tabelle sind die wichtigsten Versuchsergebnisse 
zusammengestellt. Die Werte beziehen sich auf eine Temperatur 
von 15° (+ 1°). 
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Dissoziationskonstante, Léslichkeitsprodukt und Titrierbarkeit usw. 


Physico-chemische Eigenschaften von Alkaloiden bei 15°. 





Dissoziationskonstanten 








: Léslichkeits- 

Alkaloid Px, = Px, Pre produkt | Loéslichkeit 
Ae ee ee 8,90 
nl ag 2,80 
is «+ 4 #29 4 >14 
Chinolin . 9.50 
Isochinolin . 8,96 
EE og dw 6 ie 4,05 | 8,34 
Anasthesin. 11,22 
ee 5,15 | 11,75 
Ce ie le nem ee 3,1 
266 6 6 »~ 4 12,22 14 .10-¢ 
as ss 6s eee % 6,84 | 
a 6,16 | 10,96 
Atropin i ee Oo ee 4.35 25 .10-7/|55 . 10-3 mol 
Tropacocain. .... 4,32 . {0 te ie. 
Pseudotropin ..... 3,80 
Se 5,59 1 .10-° |4 .10-8 
Ecgonm ..... 1122; — | 1111 
Anhydroecgonin . 10.85 _ 10,1 
Benzoylecgonin 11,77 — /| 11,75 
Ds ¢ « * 6 +» ¢ 2,24 | 940 
Pellotiovim . . 1. 2 i 4,75 
EES 5,97 9,7 (44 .10-° 6 .10-*) 
Ss. 6 & «<a 5,43 | 10,0 25 .10-® |7,2 .10-4 
Cinchonin ...... 5,85 | 9,92 6 10-"' |48 .10-° 
CD + oto 5,80 | 10,03 Te oe) er 2 
Cans 22 « & «is 657. — 
Hydrochinin. . . 6,33 | — 5 10-° 10-8 
Strychnin.... 6,0 | 11,70 4 10-1 | 2,7 .10-4 
Brucin . 6,04 | 11,70 12 .10-° | 1,33.10-3 
i < -. © © « 6% = 6,08 | 13.0 
Papaverin... 8,07 
Narcotin. 7,83 6 10-5 |4 =.10-5 
Ce 10,7 -- 93 | 26 .10-% 13 .10-* 
Thebain . 605 — 2 .10°* |23 .10°3 
Morphin . 6,13 985 | 31 .10°° 5 .10-4 
Codein 6,05 | 
ae 6,12 | 
Apomorphin. . . 7,00 892) 4 .10"% 4 .10°' 
Hydrastin . . 7,77 14 .10-" |82 .10-* 
Hydrastinin . . 2,62 
Se ae 2,47 
i ee 7,15 | 12,57 
Isopilocarpin. ..... 7,17 
Aconitin . 5,88 5 .10-° 4 .10-0 
Colchicin 12,35 
| a ae 5,77 6,64 3.76.10-° |2 .10-3 
PS. ois 6's « 6,66 64 .10°9 3 .10-5 
Physostigmin ..... 6,12 | 12,24 
a eee 5,15 16 .10-* |8 .10-3 











Allgemeines Prinzip zur Bestimmung 
verschiedener Substanzen in den Kérperfliissigkeiten. 


Von 
L. Lorber. 


(Aus dem Zentrallaboratorium der Krankenhauser der jiidischen Gemeinde 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 13. Juli 1925.) 


Die quantitativen Bestimmungen in den Kérperséften kénnen 
nicht einfach nach den allgemeinen Regeln der quantitativen Chemie 
ausgefiihrt werden. Die Regeln der allgemeinen quantitativen Analyse 
beziehen sich auf Lésungen in destilliertem Wasser, die verschiedenen 
in den Kérperséften vorkommenden Nebenstoffe beeinflussen die 
Reaktionen, so daB die auf destilliert-wasserige Lésungen eingestellten 
Titrationsflissigkeiten zur Bestimmung der verschiedenen Stoffe dei 
K6rpersafte nicht zu brauchen waren, oder aber man konnte die Be- 
stimmungen mit diesen Titrationsfliissigkeiten nur mit geringeren 
oder gréBeren Fehlern ausfiihren. 

Die in den K6rpersaften vor sich gehenden quantitativ-chemischen 
Reaktionen werden durch Salze, organische Stoffe, hauptsachlich durch 
Kolloide gestért. Zur Vermeidung dieser stérenden Einfliisse benutzte 
man bisher verschiedene Wege. 

1. Man entfernte die Kolloide und sonstigen stérenden Stoffe und 
bestimmte die in der Lésung zuriickgebliebenen Bestandteile. Die 
Entfernung geschah entweder mittels Fallung oder durch Zerstérung. 
Die Fallungsmethode ist oft ungenau wegen der durch die Oberflachen - 
adsorption erfolgenden Verluste. Die Zerstérung aber macht das Ver- 
fahren sehr umstandlich. 

2. Die zu bestimmenden Stoffe wurden in Form ihres in Wasser 
unléslichen Salzes abgeschieden. Dieses Verfahren ist sehr langwierig 
und auch sonst nicht genau, da die verschiedenen, im destillierten 
Wasser unldéslichen Verbindungen sich in den Kérpersaften in meBb- 
baren Quantitaten lésen; daher arbeiten wir bei diesem Verfahren 
manchmal mit betrachtlichen Verlusten. 
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Mit dem obigen Verfahren streben wir also die Uberfiihrung der 
verschiedenen Stoffe aus den Kérpersaéften in solches Milieu an, daB 
die auf destilliert-wasserige Lésungen ausgearbeiteten MeBmethoden 
bei ihnen anwendbar werden. Durch dieses Verfahren wurden zwar 
die Stoffe nicht in dasselbe Milieu iibergefiihrt, in welchem der Titer 
der Titrationsfliissigkeiten bestimmt wurde, aber dasselbe wurde 
wenigstens angenahert. 

Das unten zu behandelnde allgemeine Prinzip gibt uns die 
Moglichkeit, die meisten Stoffe ohne eine Isolierung aus den Kérper- 
saften zu bestimmen, ferner den Titer der MeBflissigkeiten in dem- 
selben Milieu zu bestimmen, in welchem die Messung geschieht. Dadurch 
werden die Bestimmungen rascher, einfacher und zugleich genauer, ferner 
wird es durch Beriicksichtigung der unten auseinanderzulegenden 
Gesichtspunkte tiberfliissig, den Titer schnell zersetzlicher Titrations- 
fliissigkeiten zu kennen. 

Das Prinzip griindet sich darauf, daB die Stoffe aus den Kérper- 
siiften nicht entfernt werden, sondern die den Titer genau bestimmende 
Lésung wird in das neue Milieu iibertragen und der zu bestimmende Stof/ 
durch den so festgesetzten Titer — mit Hilfe der unten erklarten Gleichung — 
gemessen. 

Die Bestimmung. 

Wir messen zwei gleiche Teile vom Kérpersaft genau ab, zu dem 
einen Teil fiigen wir eine genau bekannte Menge des zu bestimmenden 
Stoffes, und nun fiihren wir mit beiden Teilen die Bestimmung nach 
den allgemeinen Regeln mit spezifischen Reagenzien aus. Aus der 
hinzugegebenen Menge a, aus den MeBzahlen beider Portionen y und z 
kénnen wir die urspriinglich in der Lésung anwesend gewesene Stoff- 
menge durch folgende Uberlegung berechnen: 

In der ersten Portion war anwesend z, dessen MeBzahl war y, in 
der zweiten Portion aber zx + a, deren MaB z war. So daB 


z:(r7+a)=>y:z, 
hieraus kann x berechnet werden, und zwar 
z2.%=y(z+ a) = yz + ya; 
zr — yx = ya; 
ya TT 
z—y z—y 


Aus dieser Forme] ist aber y und z durch Bestimmung bekannt, 
das a ist bekannt, somit wird durch die drei Werte zx bestimmt. 

Durch dieses einfache Verfahren kann also jede Bestimmung in 
den Kérpersiften mit spezifischen Reagenzien ausgefiihrt werden. 
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Sind unsere Reagenzien nicht spezifisch, so miissen wir die dieselbe 
Reaktion gebenden Stoffe trennen, siehe weiter unten. 
Im folgenden teile ich einige praktische Ausfiihrungen obigen 
Prinzips mit. 
Bei der Titrimetrie. 


Eine sehr wichtige Folge des obigen Prinzips ist, daB der genaue 
Titer der Titrationsfliissigkeiten nunmehr iiberfliissig sein wird. Den 
gréBten Nutzen hiervon werden wir bei den zersetzlichen, ihren Titer 
leicht verindernden Lésungen sehen. Aber auch bei ihren Titer nicht 
verandernden Lésungen kénnen wir obiges Prinzip vorteilhaft ver- 
wenden. Die Bestimmungen werden genauer, weil wir die Messung 
— wie das oben bereits auseinandergesetzt wurde — mit auf dasselbe 
Milieu eingestellten Lésungen ausfiihren und den zu bestimmenden 
Stoff mit sich selbst unmittelbar messen, nicht aber, wie bisher, mit 
mittelbaren Verfahren, also Chlor eben mit Chlor und nicht mit auf 
Chlor eingestelltem Argentum bzw. Rhodan. 

Die Titration geschieht also wie folgt: Wir messen gleiche Mengen 
der zu bestimmenden Lésung ab, zu der einen geben wir eine genau 
bekannte Menge der zu bestimmenden Substanz, beide titrieren wir 
mit der ungefihr bekannten Titrierlésung und berechnen dann die 
Stoffmenge durch die obige Gleichung. 

Wir bemerken, daB diese Methode sehr gut anwendbar ist dort, 
wo wir nicht scharf genug die Beendigung der Titration registrieren 
kénnen, z. B. bei der acidimetrischen Messung von Kérpersiéften. In 
diesen Fallen titrieren wir obige beiden Lésungen bis zu gleicher Farben- 
veranderung; die Farbe mag welche immer sein, nur mu auch die 
zweite Titration bis zu der gleichen Farbenintensitat gefiihrt werden. 


Kolorimetrische Bestimmungen. 


Die Vergleichsflissigkeiten sind allgemein destilliert-wasserige Lé- 
sungen, die Kérperfliissigkeiten enthalten aber verschiedene Begleit- 
stoffe, welche die bei der Kolorimetrie entstandenen Farben verandern. 
Durch Anwendung des obigen Prinzips schalten wir das die Farben- 
nuancen beeinflussende Milieu aus, wodurch die Ablesungen scharfer 
werden, die Vergleichslésungen werden dieselben. Zu der Bestimmung 
werden auch hier gleiche Mengen abgemessen, der eine Tei] mit einer 
genau bekannten Stoffmenge vermehrt und in beiden die Farben- 
reaktionen mit den spezifischen Reagenzien hervorgerufen. Sonach 
wird das Verhiltnis der Farbenintensitaéten von den verschiedenen 
Kolorimetersystemen abhiangig bestimmt. Beim Kolorimeter nach 
Autenrieth kommt z. B. x im Trog (z + a) im Keil. Die Berechnung 
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geschieht nach der aus der allgemeinen Gleichung abgeleiteten 
Gleichung: 
_ _ 100 — Sk 
ore 
wo Sk = Skalenteil ist. 


Nephelometrie. 


Die quantitative Bestimmung der Triibungen war bisher deshalb 
so schwer, weil die in destilliert-wasserigen Lésungen zustande ge- 
kommenen Triibungen nicht vergleichbar waren mit denen in den 
KG6rpersaften gebildeten; denn sie zeigten trotz gleicher Quantitaten 
verschiedene Triibungen. Die Ursache hiervon aber war, daB die Korn- 
gréBe der gleichen Quantitaten in den beiden Milieus eine verschiedene 
war; die Dispersitét der in den Kolloiden (Kérpersiften) hervor- 
gebrachten Niederschlage war gréBer, daher auch ihre Triibung. Dem 
versuchte man so abzuhelfen, da8 man die Kolloide zerstérte und die 
in dieser kolloidfreien Lésung entstandene Triibung verglich mit der 
in destilliertem Wasser entstandenen Triibung (Kleinmann, PQ,). 

Diese Bestimmung ist umsténdlich. Durch die Anwendung obigen 
Prinzips bringen wir die Triibung im Kérpersaft selbst hervor, die 
Vergleichslésung ist ebenfalls im selben Milieu, somit wird ihre Di- 
spersitat identisch. Ein Vorteil der Methode ist noch, daB die Triibung 
in den Kolloiden standiger ist, wahrend die Dispersitat in destilliertem 
Wasser in kiirzerer oder langerer Zeit sinkt, wodurch sie zum Vergleich 
miteinander untauglich werden. 

Naheres siehe bei der §0,-Bestimmung’). 


Fermentative Bestimmungen. 


Bei empfindlichen Fermenten sehen wir sehr klar die Bedeutung 
ebigen Prinzips, weil wir durch dessen Anwendung sebr einfach die die 
Messung stérenden Einfliisse (Paralysatoren, Aktivatoren, Tempe- 
raturschwankungen usw.) des Milieus ausschalten kénnen. 

Siehe Diastasebestimmung?). 


Eudiometrie, 


Unndétig ist die Kalibrierung von Eudiometern, ferner die um- 
standlichen Berechnungen und Tabellen (Temperatur + Barometrie). 
Wir bestimmen im Eudiometer das Volumen des Stoffes von un- 


1) Einfache und schnelle nephelometrische Bestimmung der _ ver- 
schiedenen Substanzen, zugleich einfache Sulfatbestimmung im Harn. 
L. Lorber, Diese Zeitschrift, 1925. 

2) Einfache Mikrodiastasebestimmung. L. Lorber, ebendaselbst 1925. 


Biochemische Zeitschrift Band 162. ‘ 24 
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bekannter Quantitaét, in einer zweiten Portion vermehrt mit einer 
bekannten Menge desselben Stoffes und bestimmen mit einfacher 
Berechnung dessen Quantitat, y und z bedeuten hier die Volumina 
der Stoffe. Wenn ,,a“ in Milligramm bekannt ist, so sind auch die 
Stoffmengen in Milligrammen berechnet. 

AuBer den obigen unmittelbaren Messungen kénnen wir noch 
einen groBen Nutzen des obigen Verfahrens bei der Vorbereitung des 
Stoffes sehen. Sowohl wenn es der EnteiweiBung als auch der Um- 
destillierung oder Ausfallung zur Bestimmung bedarf (weil wir keine 
spezifischen Reagenzien besitzen): wir fiihren obige Manipulationen 
mit der einen Portion einfach, mit der anderen nach Vermehrung aus, 
wobei Adsorption, Verdampfung, Lésung die zu messende wie die 
messende Substanz in gleicher Weise betreffen; dadurch aber werden 
unsere Bestimmungen genauer. 

Ich bemerke, da8B das obige Prinzip natiirlich auch bei allgemeinen 
quantitativ-chemischen Analysen — also nicht nur in Kérpersaften — 
nutzbringend anwendbar ist. 





Ober die 
nephelometrische Bestimmung von Calcium und Magnesium. II. 


Von 
Leonia Kriss. 
[Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lw6éw (Lemberg )]. 


(Eingegangen am 13. Juli 1925.) 


1. 

Die Methoden zur quantitativen Bestimmung des Calciums neben 
Magnesium beruhen bekanntlich auf der Fallbarkeit des Calciums als 
Oxalat oder Carbonat in einer ammonsalzhaltigen Lésung, in welcher 
das Magnesiumion mit diesen Anionen keine Fiallung gibt. Dieses 
Prinzip bildet die Grundlage zahlreicher Methoden, die fiir Zwecke 
der anorganischen Analyse, der Wasseranalyse und in vielen Modifi- 
kationen der physiologisch-chemischen Analyse dienen. In diesen 
Methoden wird nach erfolgter Trennung der beiden Erdalkaliionen 
das Calcium gravimetrisch, maBanalytisch oder kolorimetrisch bestimmt, 
das Mg meistens gravimetrisch, in einigen Methoden auch kolorimetrisch 
[ Briggs')]. Eine Methode, die eine schnelle maBanalytische oder kolori- 
metrische Bestimmung von Ca und Mg nebeneinander erméglicht, gibt 
es bis jetzt nicht. 

Rona und Kleinmann*) haben nach vorhergehenden Versuchen anderer 
Forscher [Lymann*)] ein Verfahren zur nephelometrischen Bestimmung 
kleinster Ca-Mengen angegeben; durch Natriumsulforicinat wird eine 
Triibung erzeugt, welche Ca”- und Mg™-Ionen als Summe nephelometrisch 
bestimmen laBt. Die Methode von Rona und Kleinmann war fiir biochemische 
Zwecke bestimmt und erlaubte bei Anwendung des Kleinmannschen 
Nephelometers die Messung von Ca-Mengen von der GréBenordnung 0,01 mg, 
also die Durchfiihrung von Ca-Bestimmungen in 0,25 ccm Blut ,,in kiirzester 
Zeit und einfachster Form“. 

Bei einer Nachpriifung der Methode von Rona und Kleinmann, 
die ich auf Veranlassung von Prof. Parnas unternommen habe, hat es 


1) Journ, of biol. Chem. 59, 255, 1924. 
2) Diese Zeitschr. 187, 157, 1923. 
8) Journ. of biol. Chem, 21, 551, 1915; 29, 169, 1917. 
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sich ergeben!), daB unter den Bedingungen, unter welchen diese Forscher 
Triibungen in Blutaschelésungen erzengten, die mit Chlorammonium 
versetzt waren, Mg -lonen in die Triibungen nicht eingingen. Die Werte, 
welche von Rona und Kleinmann angegeben worden sind, stellen also 
den Ca -Gehalt dar, und nicht die Summe der Erdalkaliionen. Es war uns 
unmdéglich, in Abwesenheit von Ammoniumsalzen in Lésungen von 
reinen Mg-Salzen oder in Lésungen, die Ca und Mg enthielten, solche 
Triibungen durch Sulforicinat zu erzeugen, die an einer Ca-Standard- 
lésung nephelometrisch gemessen werden kénnten. Die Mg-Triibungen 
fielen stets flockig aus, waren unbestandig und eigneten sich nicht fiir 
eine nephelometrische Bestimmung. Soweit also stellte die Nephelo- 
metrie in ammonsalzhaltiger Lésung eine genaue und aéuBerst bequeme 
Schnellmethode fiir die Bestimmung von Ca’ neben Mg, jedoch ohne 
die Méglichkeit, in ebenso einfacher Form auch das Mg zu bestimmen. 


Indem wir nach einer nephelometrischen Methode zur Bestimmung 
der Summe von Ca” und Mg” suchten, wurden wir auf eine Publikation 
von F. Feigl und F. Pavelka*) aufmerksam. Diese Autoren haben 
die Fallbarkeit des Ca” und Mg’ als Ferrocyanid (nach dem Vor- 
gang von Wyrubow, Betie, Behrens-Kley) untersucht und die grobe 
Empfindlichkeit dieser Reaktion, die sie in 50proz. alkoholischer 
Lésung und mittels des Ammoniumsalzes hervorrufen, zum qualitativen 
Nachweis und zur quantitativen Bestimmung ausgearbeitet. Die 
Empftindlichkeit, die fiir Calcium 1: 10° betragt, ist erheblich gréBer 
als die Empfindlichkeit der Oxalatfallung fiir Ca”- und der Tripel- 
phosphatfallung fiir Mg. 

Die quantitative Bestimmung von Ca und Mg wurde von Feigl 
und Pavelka in der Weise versucht, daB sie die erzeugten Triibungen 
im Autenriethschen Kolorimeter zur Messung brachten. Sie bezeichnen 
diese Methode als eine nephelometrische; diese Bezeichnung ist jedoch 
nicht richtig, da man als Nephelometrie allgemein die Messung des 
Tyndalleffektes bezeichnet*). Feigl und Pavelka haben durch solche 
Triibungsmessungen in Bestimmungen von Ca und Mg , sowie der 


1) Diese Zeitschr. 158, 203, 1925. 

2) Der Nachweis und die Bestimmung kleinster Mengen von Ca und Mg 
mit Hilfe von (N H,),Fe (CN), sowie ein neues nephelometrisches Verfahren 
zur Bestimmung der Harte des Wassers. Mikrochemie 2, 85, 1924. 

3) Es erschien uns auch undenkbar, wie man mit Hilfe des Autenrieth- 
schen Kolorimeters eine nephelometrische Ablesung machen’ kénnte. 
Dr. Feigl hat auf Anfrage von Prof. Parnas freundlichst mitgeteilt, daB 
er und Pavelka in Wirklichkeit mit Hilfe des Autenriethschen Instrumentes 
nur die Triibung kolorimetrisch verglichen haben, ahnlich wie dies friiher 
fiir die Messung der Triibung durch Chlorsilberfallungen angegeben worden 
ist (vgl. z. B. Kriiss, ,,Kolorimetrie“, 2. Aufl.). 
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Harte des Wassers zufriedenstellende Resultate erzielt. Wir miissen 
jedoch bemerken, daB wir in Versuchen, mittels des Autenriethschen 
Instruments die Methode von Feigl und Pavelka nachzupriifen, keinen 
Erfolg hatten. 

Dagegen erwies sich die Ferrocyanidfallung, nach der Vorschrift 
von Feigl und Pavelka ausgefihrt, fiir die nephelometrische Bestimmung 
mit dem Kleinmannschen Instrament hervorragend geeignet. Sowohl 
Mg” und Ca’ allein als auch beide Ionen nebeneinander lieBen sich im 
Kleinmannschen Nephelometer mit einer Ca -Standardlésung ver- 
gleichen und genau bestimmen. Damit war nun die Mdéglichkeit ge- 
geben, Ca und Mg nephelometrisch nebeneinander zu bestimmen. 
Hatte man beide lonen in Lésung, so wurde in einem aliquoten Teile 
die Summe von Ca und Mg bestimmt, in einer zweiten Portion nach 
Zusatz von Chlorammonium das Ca allein mittels Natriumsulforicinat. 
Wir haben diese Methode bis jetzt auf die Analyse von Gebrauchs- 
wasser, von Mineralwissern, sowie auf die Bestimmung von Ca und Mg 
in Blut und Geweben angewandt. Ihr hauptsichlicher! Vorzug liegt 
in der Schnelligkeit und in ihrem minimetrischen Charakter. Eine 
Bestimmung von Ca und Mg nebeneinander ist im Wasser bequem 
in 15 Minuten auszufiihren, diese Zeit verkiirzt sich natiirlich noch in 
Serienbestimmungen. Sie ist, bei Gebrauch gewéhnlicher guter Pipetten 
von 5 und 10 ccm Inhalt bequem in 5ccm Wasser auszufiihren, von 
harten Wassern braucht man entsprechend weniger. Ein Kubikzenti- 
meter Blut geniigt auch ohne Anwendung der ,,Mikroeinrichtung’ des 
Nephelometers fiir zwei Analysen. 

Wir glauben, daB die neue Methode der Bestimmung von Ca 
und Mg nebeneinander fiir viele Zwecke sowohl der physiologisch- 
chemischen als auch der anorganischen Analyse geeignet sein wird. 
Ihrer Verbreitung steht einstweilen der Umstand im Wege, daB das 
Nephelometer von Kleinmann noch wenig verbreitet ist. Nephelo- 
metrische Bestimmungen sensu strictiori lassen sich indessen auch 
mit jedem guten Kolorimeter des Dubosgschen Typus ausfiihren, 
wenn auch weniger genau als mit dem Kleinmannschen Nephelometer. 
Es ist zu erwarten, da} mit zunehmender Anwendbarkeit der nephelo- 
metrischen Methoden die Verbreitung der Nephelometer steigen wird ; 
andererseits ist es zu wiinschen, daB neben dem Kleinmannschen 
Nephelometer und dem nach Rusznyak') zu einem Nephelometer um- 
gewandelten Chromophotometer auch eine einfachere, wohlfeilere Form 
von Nephelometer auf den Markt kommen mége. Ein Holzkastchen 
mit der optischen Einrichtung des Kleinmannschen Instruments, 
einem einfach gebauten Doppelspalt mit Nonius, ohne die Mikro- 


1) Diese Zeitschr. 138, 365, 1922. 
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einrichtungen und mit einfacherer Einrichtung zur Ablesung der Spalt- 
breite, wiirde wahrscheinlich den meisten Anforderungen entsprechen, 
und es wiirde seiner Verbreitung der hohe Preis nicht im Wege stehen. 


Ich habe bei der Ausfiihrung der Methode nach Rona und Klein- 
mann folgende Reagenzien benutzt: 

1. Natrium sulforicinicum nach Berlioz-Heryng (Merck). Es 
werden 10 ccm geschmolzenes Natriumsulforizinat mit einer Pipette 
abgemessen und in einem Becherglas mit 112ccem optisch reiner 
n Natronlauge gut vermischt. Hierauf wird mit destilliertem Wasser 


auf 125ccm aufgefiillt. Das Reagens wird in einer Flasche mit ge- 


schliffenem Stépsel aufbewahrt. 

2. n Chlorammonium. 

3. Eine Standardlésung, welche 3,5695g CaCO, in 100ccm 
n Salzséure enthalt und mit destilliertem Wasser auf 2 Liter auf- 
gefiillt ist. lccm dieser Lésung enthalt 1 mg Calciumoxyd. 

Zu den nach Feigl und Pavelka ausgefiihrten Bestimmungen habe 
ich Ammoniumferrocyanid von Kahlbaum benutzt; es ist ein griinliches 
Pulver, das auch in dieser Form zu den nephelometrischen Be- 
stimmungen benutzt wird und hellgriinlich gefairbte Triibungen gibt. 
Die griine Farbe stért nicht bei dem Vergleich im Nephelometer. 

Ich habe zur Bestimmung des Ca und Mg im Wasser 5 com Wasser 
bei Wassern bis zu 10 deutschen Hartegraden, 2 bis 3 ccm bei Wassern 
von 10 bis 30 Hiartegraden, 0,5 ccm bei Wissern von iiber 30 Hiarte- 
graden verwendet. Das zur Analyse bestimmte Wasser wurde stets 
entsprechend mit destilliertem Wasser verdiinnt, so daB 10 ccm der 
Lésung 0,5 bis 5 com Wasser enthielten. Es mu deshalb immer ein 
Vorversuch ausgefiihrt werden, um daraus auf die ungefaihre Harte des 
Wassers schlieBen zu kénnen und das Wasser entsprechend zu ver- 
diinnen. Das Abmessen kleinerer Volumina ist nicht ratsam, da es 
leicht zu Fehlern fiihrt. Bei Wassern mit hohem Alkalicarbonatgehalt 
ist es notwendig, die Alkalicarbonate mittels verdiinnter Salzsaure in 
Chloride zu iiberfiihren, durchzuschiitteln und die iiberschiissige Salz- 
siure mit Ammoniak zu neutralisieren. 

In ein Becherglas werden mit einer genauen Pipette 10 ccm des 
verdiinnten Wassers, in ein zweites Becherglas 10 ccm einer Standard- 
lésung, die aus der obengenannten durch Verdiinnung erhalten ist, 
abgemessen. Das Verhaltnis des Ca in der Standardlésung zum Ca 
im Wasser darf nicht gréBer als 1:2 sein. 

Nun werden, wie es Feigl und Pavelka vorschreiben, zu beiden 
Prob n je 10ccm 95proz. Alkohols zugegeben, mittels Schiittelns ver- 
mischt (das Erwirmen auf 50°C erwies sich als entbehrlich) und in 
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die beiden Becherglaser ein kleiner Uberschu8 des festen Ammonium- 
ferrocyanids geschiittet. Nachdem sich dieses gelést hat, sind die 
Lésungen zum nephelometrischen Vergleich fertig. Die Ablesung und 
die Berechnung erfolgt in der von Kleinmann") angegebenen Weise. 

Gleichzeitig wird in zwei anderen Becherglisern der Ca-Gehalt 
des Wassers bestimmt. Zu den beiden Lésungen (Standard und Wasser) 
wird eine entsprechende Menge Chlorammonium®?) und 0,4 ccm des 
Sulforicinatreagens nach Rona und Kleinmann*) zugegeben und auf 
15ccm mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Die nephelometrische 
Bestimmung kann sofort ausgefiihrt werden. 


Bestimmung des Ca und Mg im Blute. 


lecm Blut wird in einer Platinschale getrocknet und dann im 
elektrischen Ofen verascht. Die Asche mit einigen Tropfen verdiinnter 
Salzsiure aufgenommen, mit destilliertem Wasser etwas verdiinnt, 
erwirmt und mit n Ammoniak schwach alkalisch gemacht. Das vor- 
handene Eisen scheidet sich als Eisenhydroxyd aus. Die Fliissigkeit 
wird durch ein quantitatives Filter (Schleicher und Schiill) in ein 25 ccm- 
MeBkélbchen iiberfiihrt und auf 25ccm aufgefillt. Es werden nun 
je 10 cem in Bechergliser abgemessen und das Ca + Mg, sowie das Ca 
allein, wie oben bestimmt. Der so erhaltene Gehalt von Ca und Mg 


entspricht 0,4 ccm Blut. 

Die Bestimmung des Ca und Mg in Geweben gestaltet sich in 
derselben Weise wie im Blut, nur miissen die Lésungen, wenn sie mehr 
Ca und Mg enthalten, entsprechend verdiinnt werden. Gewebe, welche 
viel Ca-Phosphat enthalten, diirfen nicht mit Ammoniak alkalisch 
gemacht werden, da sonst Calciumphosphat gefallt wird. Ich habe in 
diesen Fallen Ammoniumacetat verwendet. 


Alle Versuche werden in Becherglisern aus Jenaer Glas von 50 
bis 100cem Inhalt ausgefiihrt, die Fliissigkeiten stets mit geeichten 
Pipetten von 5 oder 10 ccm Inhalt abgemessen und aus einer Biirette 
auf das gewiinschte Volumen mit destilliertem Wasser aufgefiillt. 

Ich habe die Ergebnisse aller Analysen mittels gravimetrischer 
Bestimmungen des Calciums als Calciumoxyd und des Magnesiums 
als Magnesiumpyrophosphat gepriift und gute Resultate erhalten. 
Die von Briggs*) ausgearbeitete kolorimetrische Methode zur Be- 
stimmung des Ca neben Mg gab beim Vergleich auch gute Ergebnisse. 
Ich habe sie dahin abgeandert, daB ich zuerst die Summe von Ca und Mg 


1) Diese Zeitschr. 99, 115, 1919. 
2) Ebendaselbst 158, 203, 1925. 
3) Ebendaselbst 187, 157, 1923. 
*) Journ. of biol. Chem. 59, 255, 
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bestimmte, dann das Ca allein. Die Lésungen wurden mit einem 
Phosphorstandard verglichen. Der Ca-Gehalt, in Milligramm Phosphor 
ausgedriickt, wurde von dem in Phosphor berechneten Gehalt von 
Ca + Mg subtrahiert und so der Gehalt von Mg ermittelt. Die Be- 
stimmung des Mg in der von Briggs angegebenen Weise gibt oft zu 
niedrige Werte. Ich habe diese Bestimmungen in geteilten Zentrifugen- 
glaschen ausgefiihrt, wodurch das lastige Ausspiilen und Auffiillen 
auf ein bestimmtes Volumen in ungenau geteilten Cylindern  ver- 
mieden wurde. 


Nachstehend die Ergebnisse einiger Analysen. 


Standardlésungen (nephelometrisch ). 


Verglichen mit einer 0,28 mg CaO in 10 ccm enthaltenden Lésung. 





Gewogen Gefunden 











CaO + MgO CaO MgO aie “C20 + MgO CaO a MgO 
mg mg mg mg mg mg 
0,28 0,252 0,028 0,279 0,251 0,028 
0,28 0.168 0,112 0.28 0.168 0,112 
0,28 0,112 0,168 0,279 0,110 0,169 
0,14 a= 0,14 0,138 _— 0,138 
0,25 0,25 = 0,246 0,246 an 


Die fiir MgO angegebenen Werte sind als mg CaO berechnet. 


Gebrauchswisser. 
I. 





I ll mi whivi!ovwieiva | vol x 


7. . A. —— i — 
Gesamtharte (gravim. ) | 
(Deutsche Grade) . $0,06)30 31.270 2332 14,14 3008 25,44 18,11 53,18 
Gesamtharte (nephelom. ) 
(Deutsche Grade) . 50,06 36,27 26,986 22,31 14,1 |39,08 25;92]18.042162,7 
Gesamtharte (kolorim. | 


(Deutsche Grade) . . 50,18/36,44/27,17 2230 14,33/89,304|25,65)18,084153 


IT. 
ose im Liter. 


; y 9 m0 | m iv 








CaO (gravimetrisch) ...-. 2 ee eee 82 155.9 192.4 | 164,7 
CaO (nephelometrisch) ........... (814 | 1565 | 190,9 | 164.8 
CaO (ko ee eererec es sn =. 3's 6 5a rele ae 81 156 192.6 | 

fb on = eS F ~ 35 33.1 | TS 
MgO (kolorimetrisch). ........+..-. 185 | 35,1 | 33,74| 7,14 
Gesamtharte (kolorimetrisch) (Deutsche Grade) | 8,359/ 18, 06 | 21 5 16,97 
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Mineral wasser. 








CaO (gravim.) .. . 
CaO (nephelom.). . 
CaO (kolorim.). . . 


MgO (gravim.). . . 1555 31,2) 62 | 724 — 89,2 | 55,35) 20,13 158,52 
MgO (nephelom.). . 1558 31,1) 61,9) 72.2 — 89,5 | 58.4 | 204 155.5 
MgO (kolorim.) . 156 31,7) 62,4) 7254 — 89,96 565 206 157.5 


I I ll IV Vv vi vil 


Gewebsanalysen. 


Knochen (nephelometrisch ). 


0,51 g Knochen. 


OsO+ TSO so 6 we es 0,2625 g 
Ss ee ee 0,197 18 ,, 
ns ea ee Be ee. S 0,065 3 


Froschhaut (nephelometrisch ). 





Nasses Gewicht CaO + MgO CaO MgO 
& | _ ms mg mg 
4,225 60 44.2 15,8 
2,003 | 2% 16,1 10,1 
25597 | 323 23.3 9 
2.664 Ds ae “a | 13 
28078 | 361 25,4 10,7 
3,833 43 35 8 
3,7468 42 32 10 


eS eo . 488mg 
CaO Soaks ee ke ao 158 , 
eater 3,30 , 


Blut (nephelometrisch ). 





mg in 100 ccm. 
CaO + MgO | CaO MgO 
11,93 10,5 | 1,021 
11,725 10,2 1,089 





11,43 


vill 


IX 


283,1 319.4 183,6/121,8 141,4255,9 176.9 152.9 309,9 
282.5 319,2.183,2)122 141 265,5 177,33,151,85 309,3 
283.4 320 184.4 122,05 143,3 267,1 |177,4 152 


309.5 








Zur Chemie und Physiologie der Pflanzenphosphatide. 


Il. Mitteilung: 
Die wasserlislichen Phosphatide aus Aspergillus oryzae. 


Von 


V. Grafe und H. Magistris. 
(Aus dem chemischen Laboratorium der Neuen Wiener Handelsakademie.) 


(Eingegangen am 14. Juli 1925.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Um festzustellen, ob und welche Verschiedenheiten zwischen den 
Zellphosphatiden héherer Pflanzen und Pilze beobachtet werden kénnen, 
wurden, nachdem von Grafe und Horvat!) die wasserléslichen Phos- 
phatide aus der Zuckerriibe beschrieben worden waren, nunmehr die 
Phosphatide aus Aspergillus oryzae mittels derselben Methode wie 
dort isoliert und der Analyse zugefiihrt. 


Bisher wurden Pilzphosphatide im Mutterkorn?), in Boletus edulis *) 
und in Cantharellus cibarius‘) gefunden und als ,,Glucophosphatide“ be- 
schrieben, in einer Reihe héherer Pilze wurden Phospholipoide festgestellt *), 
auch in Penicillium, Mucor und Aspergillus wurden solche nachgewiesen, 
ohne aber daB bis auf die Bestimmung der P : N- Relation auf die chemische 
Zusammensetzung eingegangen worden wire. Alle friiheren Darstellungs- 
methoden basieren auf der Behandlung des getéteten und getrockneten 
Materials mit siedenden organischen Lésungsmitteln, wodurch zweifellos 
schon tiefergreifende Verinderungen der fraglichen Verbindungen eintreten 
kénnen. Schon Erlandsen*) betont, daB bei der Darstellung die Lebens- 
temperaturen des Kérpers nicht wesentlich iiberschritten werden diirfen 
und da8 alle Eingriffe vermieden werden miissen, die erfahrungsgemié8 
stérend auf leicht veriinderliche Atomkomplexe einwirken kénnen. Auch 
Winterstein’?) bemerkt, daB diese so iiberaus labilen Stoffe schon durch 
Alkoho] oder Ather gespalten oder mindestens denaturiert und beziiglich 


1) V. Grafe und V. Horvat, diese Zeitschr. 159, 449, 1925. 

*) L. Brieger, Zeitschr. f. physiol. Chem, 11, 184, 1887. 

3) R. Fritsch, Arch. f. Pharm. 1889, 8S. 193. 

*) J. Zeliner, Sitzungsber. d. Wiener Akad. d. Wiss. 1910, 1915, 1917, 
1918. 

5) Sieber, Journ. f. prakt. Chem. 23, 412, 1881. 

*) Erlandsen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 51, 71, 1907. 

7) E. Winterstein, ebendaselbst 58, 500, 1909. 
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ihrer Léslichkeitsverhiltnisse verindert werden kénnen. Trier") erhielt 
je nach Art der Extraktion Phosphatide von verschiedener Zusammen- 
setzung, verschiedener Farbe und wechselndem N- und P-Gehalt. Wenn 
man durch Dialyse bei einer 15° nicht iibersteigenden Temperatur aus 
Pilzdecken die Phosphatide mit Wasser extrahiert, so erhilt man ein villig 
klares Filtrat, das ein oder mehrere Phosphatide gelist enthalt. Ein Teil 
davon wurde im Vakuum bei héchstens 30° zur Trockene eingedampft ; 
der gelbe, aus Phosphatiden und anorganischen Salzen bestehende Riick- 
stand war in Wasser vollkommen léslich. Ein anderer Teil wurde im Schiittel- 
trichter mit frisch destilliertem, tiber geschmolzenem Na, 8 O, getrocknetem 
Ather behandelt, die atherische Schicht mit den darin befindlichen Phos- 
phatiden abgetrennt und der Ather bei Zimmertemperatur entfernt. Das 
gelbe, P- und N-haltige Residuum hatte dasselbe Aussehen wie das vorher 
gewonnene, war aber jetzt in Wasser vollkommen unldéslich. 

Bei der im folgenden geschilderten Darstellung der Phosphatide 
aus Aspergillus oryzae wurde nicht nur die Verwendung organischer 
Lésungsmittel, sondern auch eine Erhéhung der Temperatur iiber 30° 
und auch der stérende EinfluB von Licht und Luft ausgeschaltet. 


Experimenteller Teil. 


Fiir die Ziichtung der notwendigen Pilzkulturen wurden die Sporen 
von Reinzuchten verwendet, die in unserem Laboratorium zur Ver- 
fiigung standen*). Dieselben wurden in der tiblichen Weise auf einen 
in Proberéhren befindlichen Agar-Agarnahrboden iibertragen und im 
Thermostaten bei 30° zur Entwicklung gebracht. Von dieser Stamm- 
kultur wurden Kulturen in groBem MaS stab auf folgender Nahrlésung 
hergestellt: 100g Melasse wurden in | Liter Wasser gelést und mit 
einer Lésung von 2g KH,PO, in 20 com Wasser versetzt, gut durch- 
gerihrt und die Fliissigkeit mit einigen Tropfen HC] genau neutralisiert. 
Nach dem Sterilisieren im Autoklaven und Erkalten wurde dieselbe 
in groBe flache Entwicklerschalen aus Porzellan gegossen, welche 
vorher durch Abbrennen steril gemacht worden waren. Die Rein- 
kultur wurde nun in Wasser geriihrt und mit Hilfe einer Spritzflasche 
gleichmaBig in der Nahrlésung verteilt. Die Kiivetten wurden dann 
mit Glasplatten locker iiberdeckt zur Entwicklung in den Thermo- 
staten gesetzt, nach etwa 8 Tagen hatte die Pilzdecke Fingerdicke 
erreicht und wurde nach jedesmaliger Priifung auf ihre Reinheit zur 
Verarbeitung herangezogen. Von der Nahrlésung sorgfaltig abgehoben, 
wurde sie mit dem Skalpell in Ziegel geschnitten und diese mit der 
Spritzflasche griindlich von der anhaftenden Melasselésung befreit. 
Dann in groBe flache Porzellanschalen verteilt und so lange mit flieBen- 
dem Leitungswasser gewaschen, bis dieses nicht mehr gefarbt abfloB, 


1) G. Trier, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 153, 1913. 
2) Fiir die Uberlassung der Reinzuchtsporen sind wir Herrn Dr. J. Sziics 
zu bestem Danke verpflichtet. 
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weiterhin noch 4 Stunde mit destilliertem Wasser, bis dieses ganz 
klar verblieb. Jetzt wurde die Pilzmasse so verteilt, daB sie in jeder 
Schale nur eine einzige dichte Schicht bildete. Diese Schichten wurden 
sofort mit so viel destilliertem Wasser iibergossen, daB sie eben bedeckt 
waren, die Schalen mit Glasplatten locker bedeckt und im Dunkelraum 
des Laboratoriums bei 12 bis 17° stehengelassen. Nach 24 Stunden 
wurde der Versuch abgebrochen und das gelblich gefirbte Dialysat, 
das eine minimale Triibung zeigte, die durch mehrfache Lagen Papier 
durchging, durch ein Pukall gezogen, die nunmehr vollkommen klare 
Lésung durch Aufschlammen mit Tierkohle in der Kalte und Filtrieren 
entfarbt und das Filtrat im Vakuum bei héchstens 30° stark konzentriert. 
Die klare, fast farblose Lésung reagierte véllig neutral gegen Lackmus, 
schéiumte stark und roch hefeartig. Biuret-, Millon- Adamkiewicz- 
und Molischreaktion auf Proteine fiel negativ aus, ebenso ergab, wie 
spater zu beschreiben, die ausgefiihrte Formoltitration keine Anhalts- 
punkte fiir das Vorhandensein von EiweiSspaltprodukten. Mit Blei- 
acetat, Cadmiumchlorid, Quecksilberchlorid, Platinchlorid, Uranyl- 
acetat, Silbernitrat und Phosphorwolframsaure traten starke Fallungen 
ein, nicht aber mit Aluminiumchlorid und Calciumacetat. Das Dialysat 
wurde am Wasserbad bei 30° tropfenweise mit 2 bis 3 ccm n/2 wisseriger 
neutraler Bleiacetatlésung') versetzt, wobei zuerst eine starke Triibung 
und alsbald eine weiBe grobflockige Fallung entstand, deren Absetzen 
durch Umriihren so geférdert wurde, daB die iiberstehende Lésung 
schnell ganz klar wurde. Die Fallung gelingt nur im frischen, stark 
konzentrierten neutralen Dialysat gut, ist die Phosphatidlésung zu 
sehr verdiinnt oder die Menge des Fallungsmittels zu gering, erhilt 
man kolloide Niederschlage, die auch beim Kochen nicht gerinnen. 
Ist das Dialysat sauer, was in einigen Versuchsreihen der Fall war?), 
erhalt man iiberhaupt keine Fallung. Die fiir das Gelingen der Fallungen 
giinstigste Temperatur ergab sich durch Vorversuche als bei 20 bis 30° 
liegend, bei héheren Temperaturen wird der Niederschlag drahtige 
Faden bildend, setzt sich aber rasch ab, wahrend bei niedrigeren Tem- 
peraturen die Fallung wohl grobflockig wird, sich aber weniger schnell 
absetzt. Nach 12stiindigem Stehen im Dunkelraum wurde der Nieder- 
schlag nach Abdekantieren der iiberstehenden Lésung abfiltriert und 
so lange mit 30graédigem Wasser gewaschen, bis die Bleireaktion ver- 
schwunden war. Der Niederschlag hat die Tendenz, sich zu Kliimpchen 


1) Die Auflésung des Merckschen Priaparates ergab fast immer eine 
triibe, alkalisch reagierende Lésung infolge CO,-Gehaltes des Wassers, 
sie wurde daher mit einigen Tropfen Essigsiure genau neutralisiert. 

*) Das war mitunter der Fall, wenn die alkalisch reagierende Melasse 
der Pilznéhrlésung, mit Séure neutralisiert, eine Spur Saureiiberschu8 
erhalten hatte. 
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und Hauten zu aggregieren und bildet bei langsamem Eintrocknen 
stark koharente, papierahnliche Massen, die, am Objekttriger ein- 
gedunstet, einem ausgebildeten Parenchymgewebe mit zellahnlichen 
Wabenraumen gleichen. Trotz Lichtausschlusses, und obzwar iiber 
der Nutsche beim Filtrieren ein anschlieBender Trichter angebracht 
war, durch dessen nach oben gerichtetes Rohr ein starker Strom trockener 
CO, wahrend des Filtrierens geleitet wurde, nahm doch der anfangs 
véllig weiBe Niederschlag schon auf der Nutsche gelbbraune Farbe 
an, was wohl mit der Oxydation ungesittigter Fettsiureradikale zu- 
sammenhangen diirfte. Die frische Fallung ist in Wasser teilweise 
léslich, weshalb ein allzulanges Auswaschen des Niederschlages ver- 
mieden wurde. Die von iiberschiissigem Fiallungsmittel sorgfaltig 
befreite, stark klebrige Masse wurde im Vakuumexsikkator tiber H, SO, 
getrocknet und lieB sich dann zu einem hellbraunen Pulver verreiben. 
In Beriihrung mit Wasser zeigte es die fiir die sogenannten ,,Myelin- 
formen“ charakteristischen Quellungserscheinungen, beim Erwarmen 
der gequollenen Substanz mit Wasser treten unter Braiunung Zer- 
setzungserscheinungen ein. Indessen tritt die Quellung erst nach 
mehrtagigem Stehen auf, direkt mit Wasser gekocht, erweist es sich 
dagegen resistent. Zur vélligen Befreiung der Fallung von etwa ad- 
sorbierten Stoffen, besonders von Zucker, wurde das Auswaschen 
mit 30gradigem Wasser immerhin so lange fortgesetzt, bis das Wasch- 
wasser weder direkt noch nach der Hydrolyse weder Reduktion der 
Fehlingschen Lésung zeigte, noch Fallung mit Phosphorwolframsaure 
mehr eintrat. Die Bleifallung ist in Wasser, Aceton, Chloroform, Tetra- 
chlorkohlenstoff, Benzol, Ligroin und Methylacetat nach dem Trocknen 
véllig unléslich (auch in der Warme), wahrend sie sich in der Kalte 
schon in mineralalkalischen Lésungsmitteln auflést (unter Zersetzung). 
Teilweise lést sie sich in etwa 25 Teilen warmen Alkohols oder Athers. 

Aus dem kiaren, ganz schwach sauren Filtrat nach der Bleifallung, 
das mit neutralem Bleiacetat keine Fallung mehr ergibt, gelingt es, 
durch Aciditaétsinderung des Mediums noch ein weiteres, durch Blei 
fallbares Phosphatid zu gewinnen. Versetzt man die saure Lésung mit 
einigen Tropfen Ammoniak, so fallt auf Zusatz von Bleiacetat (war 
ein Uberschu8 davon vorhanden gewesen, geniigt der Ammoniakzusatz) 
ein grobflockiger, grauweiBer Niederschlag aus, der sich schnell absetzt 
und schon in der Farbe von dem ersterhaltenen verschieden ist. Dieses 
Phosphatid, dessen Verschiedenheit von dem ersten durch die spatere 
Analyse sichergestellt wurde, fallt erst nach Ausfallung des erst be- 
schriebenen Phosphatids aus, fallt man aber gleich mit ammoniaka- 
lischem Bleiacetat, so enthalt die Fallung beide Phosphatide gemein- 
schaftlich. Im Filtrat ist dann beim Neutralisieren keine Fallung mehr 
erhaltlich. Die zweite Fallung stellt nach Abdekantieren der oben- 
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stehenden klaren Lésung und Auswaschen bis zum Verschwinden der 
Bleireaktion eine leicht filtrierbare, nicht klebrige, an der Luft wenig 
veranderliche Masse von blatterig-kérnigem Gefiige dar, die nach 
Trocknen im Vakuum sich als gelbgraues, in den vorerwihnten Rea- 
genzien véllig unlésliches Pulver erweist. 

In dem hellgelben Filtrat nach der zweiten Bleifallung wurde 
nach Einengen auf das halbe Volumen durch tropfenweisen Zusatz 
von 2proz. H,SO, das tiberschiissige Blei entfernt (H,S eignet sich 
zum Entbleien nicht, nach Eindampfen eines so erhaltenen Praparats 
resultierte eine schmierige dunkelbraune Masse von lauchartigem 
Geruch; es konnte auch anderweitig festgestellt werden, daB beim 
Behandeln mit H,8 der 8S in das Molekil des Phosphatids eingetreten 
war). Das klare bleifreie Filtrat vom PbSO, wurde etwa mit dem 
vierfachen Volumen 96proz. Alkohols versetzt, wobei sich eine grob- 
flockige, schneeweiBe Fallung bildete, die sich bei Zimmertemperatur 
rasch und vollkommen als voluminéser Bodensatz absetzte. Zum 
richtigen Gelingen der Fallung muB die Alkoholmenge die genannte, 
die Fliissigkeit méglichst konzentriert und nicht zu schwefelsauer 
sein. Die mit Alkohol gewaschene Fallung wurde in warmem Wasser 
gelést; im Exsikkator schieden sich nach einiger Zeit weiBe glanzende 
Kristalle aus, die auBer in 20 Teilen kalten oder 3 Teilen warmen 
Wassers in keinem gebrauchlichen organischen Lésungsmittel léslich 
sind und beim Veraschen einen gréBeren anorganischen Rest hinter- 
lassen, der Na, K, Ca und Mg enthalt. 

Statt Blei wurde in einigen Versuchsreihen auch CdCl, als Fallungs- 
mittel verwendet und auch hier in neutraler und ammoniakalischer 
Lésung verschiedene Fallungen erzielt. Das gelbe schwefelsaure Filtrat 
nach der Alkoholfallung hinterlaBt nach Abdestillieren des Alkohols im 
Vakuum eine rotbraune P- und N-haltige klare Lésung, die Fettsdéuren 
enthalt. Von der Annahme ausgehend, daB die Fallbarkeit der Phos- 
phatide durch Schwermetallsalze eine Funktion der enthaltenen Base 
ist, wurde, nachdem Adenin als Base sichergestellt war, AgNO, als 
Fallungsmittel in Anwendung gebracht, indessen eine so wenig licht- 
bestiindige Fiallung erhalten, die iiberdies so groBe Differenzen in 
ihrem N-Gehalt zeigte, daB von ihrer Analyse Abstand genommen 
und neben der Isolierung der zugehérigen Base nur die P : N-Relation 
festgestellt wurde. Ein Fallungsmittel fiir das in dieser Restfraktion 
enthaltene Phosphatid wurde bisher nicht gefunden. Im Filtrat von 
der Bleifallung — und das ist einer der gréBten Nachteile bei der Ver- 
wendung von Bleiacetat als Fallungsmittel — hinterbleibt nach dem 
Entbleien die frei gewordene Essigsiure, die auf das Phosphatid nicht 
ohne Einwirkung ist, wahrend die durch ihre Neutralisierung ent- 
standenen Salze die Isolierung der in Frage kommenden organischen 
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Komplexe verhindern. Verwendet man aber etwa frisch gefalltes 
Pb(OH), statt des Acetats als Fallungsmittel, so enthalten die 
Fallungen im Gegensatz zur Konstanz des Bleigehaltes nach der 
Acetatfillung so wechselnde Bleimengen, daB von der Verwendung 
des Hydroxyds Abstand genommen wurde. 

Der Untersuchung lagen also folgende Fraktionen vor: 

1. Die Fallung mit Bleiacetat in neutraler Lésung. 

2. Die Fallung mit Bleiacetat in ammoniakalischer Lésung. 

3. Die Fallung mit Cadmiumchlorid in neutraler Lésung. 

4. Die Fallung mit Alkohol. 

5. Das Filtrat nach den Fiallungen mit Bleiacetat und Alkohol. 


— 


1. Fillung mit Bleiacetat in neutraler Lésung. 

Fiir die P-Bestimmung cignet sich nach Erlandsen am besten die 
alkalimetrische Methode von Neumann'). Die Substanz wurde durch 
Sauregemischveraschung zerstért und aus der Aschenlésung die 
Phosphorséiure in bekannter Weise als Molybdat gefallt; der ausge- 
waschene Niederschlag in tiberschiissiger n/10 NaOH gelést und nach 
Wegkochen des NH, und vélligem Erkalten mit n/10 H,SO, zuriick- 
titriert. Jedem verbrauchten Kubikzentimeter n/10 NaOH ent- 
sprechen (auf n/2 NaOH berechnet) 1,268 mg P,O,; (auf ein P,O; 
entfallen zur Neutralisation bei Verwendung von Phenolphthalein 
56 NaOH). 0,3743 g Substanz verbrauchten (Mittel aus drei Analysen) 
16,67 com n/10 NaOH, entsprechend 2,47 Proz P. Ferner: 0,4324g 
Substanz ergaben 0,0325 g Mg,P,0,, entsprechend 2,09 Proz. P. 

N wurde nach Kjeldahl unter Parallelfiihrung je eines blinden 
Versuchs bestimmt. 

0,709 g Substanz enthielten (Mittel aus vier Versuchen) 9,2 mg N, 
entsprechend 1,297 Proz. N. 

Die Elementaranalyse wurde nach der von Erlandsen*) fiir P-haltige 
Substanzen verbesserten Methode nach Dennstedt durchgefiihrt, bei 
welcher vor und hinter der Pt- Quarzschicht je eine oxydierte Cu-Draht- 
rolle in starker Glut erhalten wird, um das Hinterbleiben einer phosphor- 
siurehaltigen Kohle im Schiffchen zu vermeiden. 

0,5930 g Substanz (Mittel aus drei Analysen) ergaben 0,3035 g 
CO, und 0,1240 g H,O, entsprechend 41,87 Proz. C und 7,01 Proz. H. 

Das Pb wurde in der mit Soda-Salpeter erhaltenen Asche als 
Sulfat bestimmt. 

0,8039 g Substanz (Mittel aus zwei Analysen) gaben 0,1757 g 
PbSO, = 29,86 Proz. Pb. 


- 


1) Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 115, 1907; 48, 32, 1907. 
2) Erlandsen, ebendaselbst 51, 71, 1907. 
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Zum Nachweis der gebundenen Kohlehydratgruppe (das intakte 
Phosphatid reduziert Fehlingsche Lésung nicht) wurden 0,9106¢ 
Substanz durch 7 Stunden mit 5proz. H,SO, unter RiickfluB gekocht. 
Das Filtrat von den ausgewaschenen Fettsiéuren und dem PbSO, 
wurde auf 100 ccm aufgefiillt und der Zucker nach Bertrand bestimmt. 
Je 20 ccm verbrauchten (Mittel aus drei Titrationen) 4,85 ccm K Mn Q,- 
Lésung (lccm KMnQ, entsprach 9,91 mg Cu), die resultierenden 
48,06 mg Cu entsprechen 23,63 mg = 12,97 Proz. Glucose. 

Das Verhaltnis P: N betrdégt 1: 1,21. Mit Beriicksichtigung des 
Fehlers, der durch Verbleiben eines Teiles des N im Fettsaurerest nach 
der Spaltung’) sich ergibt, kann das Praparat wohl als Monoamino- 
monophosphutid angesprochen werden. 

Die elementaranalytischen Daten lauten also: 


Gefunden: 
O (ber.) 17,50, C 41,87, H 7,01, P 2,37, N 1,297, Pb 29,86 Proz. 
ber. f. C,,H,, NP O,,.2Pb als empirische Formel: 
O--- 17,50, C 42,02, H 6,98, P 2,26, N 1,02, Pb 30,22 


Abbau des Phosphatids. 

Es wurde die Spaltung sowohl mit H,SO, als auch mit Lauge 
durchgefiihrt. Malengreau und Prigent*) fanden bei der Séurespaltung 
des Eiphosphatids, daB die Abspaltung der verschiedenen Radikale 
im Molekiil gleichzeitig beginnt, immerhin erfolgt die Abspaltung der 
Fettsiureradikale schneller als die Verseifung des Glycerinphosphor- 
saureesters. Auch mit Hilfe von CH,OH + HCl*) kann das Phos- 
phatid gespalten werden. Es zeigte sich, daB der Abbau mit Alkalien 
{alkoholischer KOH und wiasseriger Ba(OH),] viel rascher und voll- 
standiger erfolgt als mit Séuren, vor allem aber haftet bei der Saure- 
hydrolyse ein Teil des N zihe an der Fettsaéurefraktion, was fiir die 
alkalische Hydrolyse nicht zutrifft. Die Aufarbeitung der einzelnen 
Fraktionen wurde im allgemeinen nach der von Schulze und seinen 
Mitarbeitern beschriebenen Methode vorgenommen ). 

Spaltung mit Sproz. H,SO,°): 65,51 g Trockensubstanz wurden 
mit der zehnfachen Menge H,SO, zuerst am Wasserbad und nach 


1) G. Trier, Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 143, 1913; Mac Lean, eben- 
daselbst 59, 223, 1909. 

*) F. Malengreau und G. Prigent, ebendaselbst 78, 68, 1911; 77, 687, 
1912. 

8) Fourneau und Piettre, Bull. Soc. Chim. de France 11, 805, 1912. 

*) E. Schulze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 54, 1907; 55, 338, 1908; 
60, 155, 1909; 71, 174, 1911; G. Trier, ebendaselbst 86, 1, 1913; E. Winter- 
stein, ebendaselbst 58, 506, 1909. 

5) Bei der Séurehydrolyse werden die Kohlehydratgruppen unverandert 
abgespalten und kinnen daher leicht :dentifiziert werden, wahrend bei der 
Alkalispaltung eine Zersetzung derselben eintritt. 
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Aufhéren des Schaumens 8 Stunden iiber freier Flamme unter Riickflubl 
erhitzt. Der abgeschiedene, von Fettséiuren braun gefarbte PbSO,- 
Niederschlag wurde von der iiberstehenden rotbraunen Fliissigkeit 
abfiltriert, zuerst mit heiBem Wasser und dann mit heiBem Alkohol 
so lange behandelt, als dieser noch gefairbt abfloB. Der gelbliche Riick- 
stand bestand aus 98,68proz. PbSO,. N konnte in ihm nicht nach- 
gewiesen werden. Das schwefelsaure Filtrat wurde im Schiitteltrichter 
so lange mit Ather ausgezogen, als dieser sich noch anfirbte, die athe- 
rische Lésung bis zum Verschwinden der sauren Reaktion gewaschen 
und die zwischen wasseriger und atherischer Schicht sich bildenden 
Emulsionen durch Zusatz von viel Ather entfernt. Die Emulsion redu- 
zierte Fehlingsche Lésung nicht, léste sich vollkommen in Alkalien 
und bestand wahrscheinlich aus hochmolekularen Kohlehydraten 
(Pektinstoffen). Die von der atherischen abgetrennte wasserige Schicht 
wurde am Wasserbad véllig von Ather befreit und mit konzentrierter 
Phosphorwolframsaurelésung versetzt. Der entstehende weibe Nieder- 
schlag wurde nach 24stiindigem Stehen abfiltriert und gut mit 5proz. 
H,SO, gewaschen. 

Phosphorwolframsdurefallung: Aus 65,51 g trockenem Phosphatid 
wurden 34,48 g dieser Fallung erhalten. Bei der Kjeldahlbestimmung 
ergaben (Mittel aus zwei Versuchen) 1,804g Substanz 27,58 mg N, 
berechnet aus 34,48 g des Ausgangsmaterials: 527,6mg N. Vom 
Gesamt-N des Phosphatids per 1,297 Proz. enthilt also der Basen- 
anteil 62,10 Proz. Da in einem Vorversuch die Abwesenheit von Alloxur- 
basen, wie Arginin und Histidin festgestellt worden war, wurde die 
Fallung durch Verreiben mit Wasser und Ba(OH), zerlegt und das 
NH, in der Kalte ausgetrieben. Die breiige Masse wurde in eine flache 
Glasschale gebracht und unter Dariiberleiten eines Luftstromes an der 
Wasserstrahlpumpe kraftig gerihrt. Das phosphorwolframsaure 
Barium wurde durch Filtration entfernt, das Filtrat duech CO, von 
iiberschiissigem Baryt befreit, mit HCl iibersattigt und die so erhaltene 
Lésung der Basenchloride eingedunstet. Mehrmals muBte von aus- 
geschiedenen dunklen Zersetzungsprodukten abgeschieden und mit 
Tierkohle entfirbt werden. Nach dem Trocknen des Verdampfungs- 
riickstandes wurde dieser mit 95proz. Alkohol erhitzt, wobei etwas 
BaCl, ungelést blieb. Die durch Fallen mit alkoholischer HgCl,-Lésung 
erhaltenen Hg-Doppelsalze wurden aus heiBem Wasser umkristallisiert, 
mit H,S zerlegt und die abfiltrierte Lésung im Vakuum langsam ein- 
dunsten gelassen. Die ausgeschiedenen Kristalle waren in absolutem 
Alkohol fast ganz unléslich, woraus schon die Abwesenheit von Cholin 
wahrscheinlich wurde. Beim Erhitzen gab das Salz weder Pyrrol- 
reaktion noch Pyridingeruch, war gegen saure KMnQ,-Lésung be- 
standig. Bei raschem Erhitzen lieferte es den fiir Betainhydrochlorid 
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charakteristischen Schmelzpunkt 243° unter Zersetzung. Bei der 
Fallung mit AuCl, resultierten groBe glinzende Blittchen, die beim 
schnellen Erhitzen unter Zersetzung bei 233 bis 234° schmolzen. 


Das umkristallisierte Chloraurat lieferte bei der Flementaranalyse 
folgende Werte: 


Ber. fur Betainchloraurat 
C;H,,; NO». HCI. AuCl, 
0,2633 g Subst. gaben 0,1235 g C O,, entspr. 12,79 Proz. C 13,13 Proz. 


0.2633 ¢_ =C,, » 09,0633 ¢ H,O oa fee 2,64 
0,1901l¢ ,, » 06,0818 ¢ Au i 43,03 ,, Au 43,14 
0,3954 g oa ». 00,4952 ¢ AgCl a mee... Ga Fee 


Filtrat von der Phosphorwolframsdurejfdllung: Das Filtrat, zu dem 
die Waschwisser gefiigt wurden, wurde auf 600ccm aufgefiillt. In 
100 ccm davon waren (Mittel aus zwei Bestimmungen) 21,66mg N 
enthalten, entsprechend 15,29 Proz. des Gesamt-N. Das Filtrat wurde 
mit Ba(OH), von den anorganischen Sauren befreit, der tiberschiissige 
Baryt durch CO, entfernt, nach dem Filtrieren mit Tierkohle entfarbt 
und eingedampft. Die tiber H,SO, getrocknete Masse wurde wiederholt 
mit 95proz. Alkohol bei 60° ausgezogen, der verbleibende Riickstand 
enthielt die Glycerinphosphorsiure. Die alkoholische Lésung wurde 
eingedampft, mit Wasser aufgenommen, H,SO, zugefiigt, bis 5 Proz. 
davon vorhanden waren, und wieder mit Phosphorwolframsaure gefallt. 
Die aus der Fallung regenerierten Basen wurden als Goldsalz bestimmt. 


0,2841 g Substanz ergaben nach Ausfillen des Au mit H,S und 
Gliihen des Sulfids 123mg Au, entsprechend 43,29 Proz. Au, und 
0,1672g Substanz gaben bei direkter Verbrennung 72,5mg Au 
== 43,36 Proz. Au (theoretisch 43,14 Proz.). Im ganzen wurden in 
dieser Fraktion ungefabr 1 g Betain gewonnen, das der ersten Fallung 
mit Phosphorwolframsaure entgangen war. Die Mutterlauge, aus der 
sich bei langerem Stehen noch Kristalle ausschieden, gab nach Ent- 
fernung des iberschiissigen Goldes mit H,S und Entfernung auch 
dieses minimale Reduktion der Fehlingschen Lésung, ein Teil des 
Zuckers war also jedenfalls beim Extrahieren mit Alkohol in Lésung 
gegangen. 

Der vorerwahnte Riickstand, in dem sich neben der Glycerin- 
phosphorséure die Kohlenhydrate befinden muBten, wurde in Wasser 
gelést, mit Tierkohle entfarbt, auf 500ccm gebracht und in einem 
aliquoten Teil der N bestimmt. Es ergaben sich, auf obiges Volumen 
berechnet, 61,26 mg N, entsprechend 7,21 Proz. des Gesamt-N. Die 
Lésung wurde langsam eingedunstet, mehrmals von dunklen Zer- 
setzungsprodukten abfiltriert, dann der Riickstand mit 50 proz. Alkohol 
bei Siedehitze extrahiert. In der durch den HeiBwassertrichter filtrierten 
alkoholischen Lésung schied sich beim Erkalten der Zucker aus, der 
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nach volistandigem Vertreiben des Alkohols in Wasser gelést wurde, 
worauf das Filtrat von etwas Ungeléstem in mehrere Teile geteilt 
wurde. Ein Teil wurde im Vakuum eingedunstet und davon 0,2638g 
in 5cem Wasser gelést, die im 1-dm-Rohr bei 20° eine Drehung von 
+-2,72° zeigten (Mittel aus mehreren Ablesungen). [a]} = + 51,55° 
(theoretisch fiir Glucose + 52,5°). In einem anderen Teil wurde in 
bekannter Weise die Oxydation mit HNO, vorgenommen und das 
Monokalisalz der Zuckersaure isoliert, umkristallisiert und aus diesem 
mit AgNO, das Ag-Salz hergestellt. Dasselbe ergab, im Dunkeln 
getrocknet (Mittel aus zwei Analysen): 0,11035g Substanz ergaben 
beim Glihen 0,05635g Ag = 51,06 Proz. Ag (fiir zuckersaures Ag 
berechnet 50,9 Proz. Ag). 

In einem dritten Teil endlich wurde das Diphenylhydrazon nach 
E. Fischer') hergestellt, das in Aussehen und Schmelzpunkt 162° voll- 
kommen einem aus Kahlbaums reinster Glucose hergestellten analogen 
Praparat glich und auch im Gemisch mit diesem keine Schmelzpunkts- 
depression zeigte. Der im Phosphatid enthaltene Zucker war also 
Glucose. 

Der bei Extraktion mit Alkohol verbliebene Riickstand wurde 
in Wasser gelést, filtriert und mit 98 proz. Alkohol ausgefallt. Er wurde 
dann noch zweimal in Wasser gelést und wieder mit Alkohol ausgefiallt. 
Die rein weiBe Fallung war in heiBem Wasser sehr schwer léslich, etwas 
leichter in kaltem. Der Darstellung nach muBte sie glycerinphosphor- 
saures Ba sein. Von der im Vakuum getrockneten, zu einem feinen 
Pulver zerriebenen Substanz wurde nach Hydrolyse mit verdiinntem 
H,SO, keine Reduktion der Fehlingschen Lésung gezeigt. 0,4487 g 
davon, in 5 cem Wasser gelést, zeigten bei 18° eine Drehung von +- 0,14°. 

{aj} = +1,56°. 0,2245 g Substanz getrocknet, mit Soda-Salpeter 
verbrannt, dann mit Molybdat und Mg-Mixtur gefallt, lieferten 77,7 mg 
Mg, P,O, = 9,64 Proz. P (Kontrollanalyse 10,24 Proz. P), 0,1996 g 
Substanz gaben 0,1433 g¢ BaSO, = 42,25 Proz. Ba (die bei 130° ge- 
trocknete Substanz 44,74 Proz. Ba). 

ber. fiir Ba-Glycerophosphat C,H,PO,Ba + H,O: 

Ba = 42,20, P = 9,53 Proz., 
wasserfreies Ba-Glycerophosphat: 
Ba = 44,68, P = 10,09 Proz. 

Fettsiurefraktion: Die rotbraune alkoholische Lésung, die bei der 
Extraktion des bei der Phosphatidhydrolyse ausgeschiedenen PbSO, 
erhalten worden war, gab bei langsamem Eindunsten einen festen 
Riickstand, der in Ather gelést und mit der beim Ausathern der schwefel- 
sauren Lésung erhaltenen Fettséurelésung vereinigt wurde. Die Ather- 
ausziige wurden mehrmals mit Wasser gewaschen, die atherische Schicht 





1) E. Fischer, Ber. d. deutsch. chem, Ges. 28, 805, 1890. 


25% 














376 V. Grafe u. H. Magistris: 


mit gegliihtem Na,SO, getrocknet und der Ather verdunstet. Das 
im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Fettséuregemisch 
wog 23,89 g, entsprechend 36,47 Proz. Diese Menge enthielt, in ali- 
quoten Teilen der Kjeldahlbestimmung unterzogen, 107,9 mg N (Mittel 
aus zwei Analysen). Durch den positiven Ausfall der Elaidinreaktion 
war das Vorhandensein von Olséure wahrscheinlich geworden. Die 
Trennung der gesattigten von den ungesattigten Fettsdiuren geschah 
auf Grund der verschiedenen Léslichkeit ihrer Pb-Salze!). 10g Fett- 
siuregemisch wurden mit 60 ccm alkoholischer NaOH am Wasserbad 
im Erlenmeyerkolben erwarmt, verdiinnt und mit Essigsiure genau 
neutralisiert, nach Verjagen des Alkohols in 100 cem heiBen Wassers 
gelést und mit einer neutralen Lésung ven 10g Bleiacetat in 100 ccm 
50proz. Alkohols gefalit, die tiberstehende Fliissigkeit nach dem Er- 
kalten abgegossen und die Bleiseife im Leuchtgasstrom getrocknet. 
Nun wurde der Kolbeninhalt mit 100 cem Ather behandelt, die Fliissig- 
keit mit den Bleisalzen der fliissigen Fettsiuren in einen Scheide- 
trichter filtriert und zur Zersetzung der Bleisalze mit verdiinntem 
HCl geschiittelt. Die wiasserige Schicht wurde abgezogen und die 
atherische mit 5proz. NaOH gut durchgeschiittelt. Durch Zusatz 
von etwas Alkohol wurde eine vollstandige Trennung der beiden 
Schichten erzielt. Die ungesattigten Fettséuren gehen in die alkalische 
Lésung iiber, wihrend das Unverseifbare in der atherischen Lésung 
zuriickbleibt. Die erstere wurde nun stark verdiinnt, mit HCl ange- 
sauert, die Fettsiuren mit Petrolither ausgezogen, siurefrei gewaschen, 
das Lésungsmitte] im Vakuum abdestilliert, worauf ein gelblich ge- 
farbtes Ol zuriickblieb, das nach der Trocknung folgende Analysen- 
werte gab: 

0.3581 g Substanz verbrauchten 0,32225¢ J, entsprechend 89,98 Jod- 
zahl (Mittel aus zwei Bestimmungen) (berechnet fiir Olsaéure 90,07). 

AuBerdem wurde ein Teil der Fettsiuren in ammoniakalischem 
Alkohol gelést, das Ba-Salz mit BaCl, gefallt, abgezogen, gewaschen, 
aus Alkohol umkristallisiert und getrocknet. 

0,3446 g Substanz gaben 0,115 g BaSO, mit 19,64 Proz. Ba (Mittel 
aus 2 Versuchen) (berechnet fiir Ba-Oleat 19,62 Proz. Ba). 

Die feste Fettsiure wurde durch Zerlegen der in Ather unléslichen 
Bleiseife gewonnen. Der atherunlésliche Riickstand wurde in 50 proz. 
Alkohol suspendiert und unter Erhitzen K,CO., bis zur deutlich alka- 
lischen Reaktion zugesetzt. Nach Abfiltrieren des Carbonats wurde 
verdiinnt und die Seife unter Anwendung von Methylorange mit HCl 
zerlegt. Beim Einengen der Lésung und raschem Abkiihlen fiel die 


1) Varrentrapp-Fahrion, Abderhalders Handb. d. biol. Arbeitsmethoden 
2, 223; vgl. auch Benedict-Ulzer, Analyse der Fette und Wachsarten und 
Kremel, Pharm. Centralhalle 5, 337. 
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Fettsaure in groBen Schuppen aus, die abgesaugt und mehrmals aus 
Alkohol umkristallisiert wurden. 

Schmelzpunkt 61,8° (Mittel aus mehreren Bestimmungen) (Schmelzp. 
der reinen Palmitinséiure 62,6°). 

0,4365 g Substanz verbrauchten 17,07 ccm n/10 KOH, entsprechend 
Saurezah! 219,25 (berechnet fiir Palmitinsiure 218,9). 

Acetylzahl war 0. 

Aus einem Teil des Fettes wurde in alkoholisch-ammoniakalischer 
Lésung das Ag-Salz in stark glanzenden Blattchen gewonnen. 

0,1972 g Substanz lieferten 58,5 mg Ag = 29,66 Proz. Ag (berechnet 
fiir das Ag-Salz des Palmitins 29,70 Proz. Ag). 

Die kleine Menge an Unverseifbarem, die nach Abdestillieren des 
Athers erhalten wurde, hatte den Schmelzpunkt 139 bis 140°, gab 
Moleschottsche und Liebermannsche Reaktion und bestand wahr- 
scheinlich aus einem Phytosterin. 

Als Spaltungsprodukte des durch Bleiacetat in neutraler Lésung 
fallbaren Phosphatids waren also gefunden worden: Betain, Glycerin- 
phosphorsdure, Olsdéure, Palmitinsdéiure, Glucose, wobei die Frage offen 
bleibt, ob der Zucker im Phosphatidmolekiil gebunden oder adsorbiert 
ist. Nach Njegovan sind die Kohlenhydrate ,,nicht molekulare Bestand- 
teile der Phosphatide‘‘, doch kénnen hier die Verhaltnisse anders liegen, 
da unsere Phosphatide am ehesten den Anspruch haben, ,,nativ’ 
genannt zu werden. Betain ist im Vergleich zu den vielen Angaben 
iiber Vorhandensein von Cholin selten in Phosphatiden gefunden 
worden'). Zur Auffindung eventueller EiweiBspaltungsprodukte wurde 
in den einzelnen Fraktionen Formoltitration®) vorgenommen, indessen 
mit durchaus negativem Erfolg. 

Die zur Spaltung verwendeten 65,51 g Phosphatid enthielten 
1,297 Proz. (0,8496 g) N. Von diesen konnten 97,3 Proz. in den einzelnen 
Fraktionen gefunden werden. Die N-Verteilung in den verschiedenen 
Fraktionen der Saurespaltung des mit Bleiacetat in neutraler Lésung 
gefallten Phosphatids stellte sich folgendermaBen dar: 





. N Phosphatid Gesamt-N 

fociaion 8 Proz. Proz. 
Fallung mit Phosphorwolframsiure . 0,5276 0,805 62,10 
Filtrat dieser Faillung ....... 0,1299 0,198 15,29 
Glucose und Glycerinphosphorsaure . 0,0613 0,093 7,21 
a ee ea ere 0,1079 0,164 12,70 
Ee Se eee el 1,260 97,30 
Im Phosphatid gefunden. ..... 0.8496 1,297 100 


1) Stanek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 343, 1906; O. Lippmann. 
Ber. d. deutsch. chem. Ges. 20, 3201, 1887; HZ. Schulze und V. Pfenniger. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 478, 1911. 

2) EB. Abderhalden und Fr. Kramen, ebendaselbst 77, 428, 1912 
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Bei der Spaltung mit J0proz. H,SO, wurden keine anderen 
Spaltungsprodukte gefunden als die eben beschriebenen. 

Spaltung mit 20 proz. H,SO,:; 25g der Bleifallung wurden 
41, Stunden mit der H,SO, erwarmt. Das abfiltrierte PbSO, er- 
schépfend mit Alkohol extrahiert, die Lésung eingedunstet, der Riick- 
stand mit Ather aufgenommen. Das dunkelgefirbte Filtrat vom 
PbSO, wurde zur vollstandigen Gewinnung der Fettséuren andauernd 
mit Ather geschiittelt, dann mit Wasser gewaschen und der Ather ab- 
destilliert. In der dligen Fettsaiureschicht schied sich eine kleine Menge 
eines kristallisierten Kérpers aus, der durch seine Léslichkeit in Wasser 
von der Fettsiure getrennt werden konnte. Nach mehrmaligem Um- 
kristallisieren zeigten die sehr geringen Krista'le den Schmelzpunkt 32 
bis 33°, charakteristisch fiir Laévulinsdure, die als Spaltungsprodukt der 
Hexose aufgetreten sein diirfte. Ein gréBerer Teil der schwefelsauren 
Lésung wurde mit Kupferacetatlésung versetzt und dabei ein in blauen 
Nadeln kristallisierter Kérper erhalten, der in Wasser und Alkalien 
léslich war und in dem qualitativ N nachgewiesen wurde. Bei der 
Analyse lieferte der getrocknete Kérper: 

0,4487 g Substanz gaben 0,1546g CuO = 0,1235g Cu = 27,52 Proz. Cu; 
fiir das Cu-Salz der Aminoessigsiure berechnet 27,68 Proz. Cu. 
0,1529 g Substanz gaben 0,1531 g CO, = 21,03 Proz. G; fiir das Cu-Saiz 

der Aminoessigsiture berechnet 20,91 Proz. C. 
0,1529g¢ Substanz gaben 0,0765g¢g H,O = 4,31 Proz. H; fiir das Cu-Salz 

der Aminoessigsiure berechnet 4,38 Proz. H. 
0,1529¢ Substanz gaben 0,0185¢ N = 12,14 Proz. N; fiir das Cu-Salz 

der Aminoessigsiure berechnet 12,20 Proz. N. 

0,1535g Substanz verbrauchten bei der Formoltitration 6,68 ccm 
n/5 NaOH, entsprechend 18,7 mg N = 12,18 Proz. Amino-N, so daB der 
Gesamt-N als formoltitrierbarer N vorhanden war. 

Beim Zerlegen der wiasserigen kalten Lésung mit H,S wurde eine 
braune Fliissigkeit erhalten, die sich beim Erwarmen olivgriin farbte. 
Die Lésung enthalt nach Lottermoser!) das Hydrosol des CuS; das 
mehrmals aus Wasser umkristallisierte Glykokoll bildete farblose 
Prismen, die sich beim raschen Erhitzen bei 225° braunten und bei 
233 bis 234° mit Purpurfarbe schmolzen. Dieses hier gefundene Glykokoll 
zeigte sich bei weiteren Versuchen als Abbauprodukt des Betains. 
Die iibrigen Spaltungsprodukte: Olsadure, Palmitinséure, Glycero- 
phosphorséure und Betain konnten unveraindert, wenn auch nicht in 
gleichem Reinheitsgrad wie nach Spaltung mit 5proz. H,SO, erhalten 
werden. Da8 Glykokoll tatsichlich aus dem Betain entstanden war 
und daB bei tiefer eingreifender Spaltung Lavulinsaure auftritt, zeigten 
folgende Ergebnisse : 


1) A. Lottermoser, Journ. f. prakt. Chem. (2) 75, 293, 1907; 7. Curtius, 
Ber. d. deutsch. chem. Ges. 28, 3041, 1890. 
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13,483 g Phosphatid wurden mit 150 ccm Sproz. H,SO, unter 
RiickfluB gekocht. Nach Abkihlen wurde vom PbSO, abfiltriert, 
dieses wiederholt mit heiBem Wasser gewaschen, die Waschwasser 
mit der von allen Fettsaiuren befreiten Hauptmenge des Filtrats ver- 
einigt und eingeengt. Dann bis zur alkalischen Reaktion mit reinem 
Baryt versetzt. Nach 12 Stunden die ausgefallenen Ba-Salze abfiltriert 
und gewaschen. Das Filtrat zur Trockne gebracht, mit Alkohol auf- 
genommen, mit HCl eingedunstet, die iiberschiissige Saure entfernt 
und die getrockneten Salze mit 98proz. Alkohol extrahiert, wieder 
eingedunstet, mit Alkohol aufgenommen und mit warmer alkoholischer 
HgCl,-Lésung versetzt. Das abgesaugte gewaschene, umkristallisierte 
Hg-Doppelsalz wurde mit H,S zerlegt, das Filtrat zur Trockene ein- 
gedampft, mit Alkohol aufgenommen und durch Fillen mit AuCl, 
das Chloraurat hergestellt. Es wurden erhalten 4,2893 g¢ C,;H,,NO, 
. HCl. AuCl,, entsprechend 1,0988 g C;H,, NO, oder 8,15 Proz. Betain 
des Gesamtphosphatids. 

Nun wurden 32,847 g Phosphatid 9 Stunden mit l5proz. HC!) 
hvdrolysiert, der Niederschlag nach dem Erkalten abgesaugt und ge- 
waschen. Im Filtrat wurde das Pb als Carbonat entfernt und das 
Filtrat in zwei Teile geteilt. Der eine wurde viermal mit dem gleichen 
Volumen Ather ausgeschiittelt!), der Riickstand vom Atherextrakt, 
der auch noch einen Teil der Fettsiuren enthielt, wurde im Dampf- 
trockenschrank eine halbe Stunde erwarmt, und da eine Probe Jodo- 
‘ormreaktion gab, wurde derselbe mit Wasser ausgezogen, wobei nur 
die Fettsiuren ungelést blieben. Die wisserige Liésung wurde mit 
ZnO digeriert und das nach Entfarben mit Kohle und Abdampfen 
erhaltene kristallinische Zinklavulat durch Fallen seiner konzentrierten 
Lésung mit AgNO, in das Ag-Salz der Lavulinsiure tibergefiihrt. 
Das umkristallisierte Produkt zeigte: 0,1857g¢ des Salzes lieferten 
84.9 mg Ag = 48,40 Proz. Ag (Mittel aus zwei Analysen), fiir C,;H,O, Ag 
berechnet 48,39 Proz. Ag. 

Der zweite Teil wurde von den Fettsauren befreit und im Vakuum 
eingedampft, der getrockneie Riickstand mit der dreifachen Menge 
absoluten Alkohols versetzt und so lange trockenes HCl-Gas ein- 
geleitet, bis die Lésung gesattigt war. Dann abfiltriert und im Vakuum 
eingeengt. Nach langerem Stehen in der Kalte schieden sich Kristalle 
aus, die sich bei der Analyse als salzsaurer Ester des Glykokolls erwiesen. 

Ber. f. salzs. Glykokoll 
0,1936 g Subst. gaben 0.2455 g CO,, entspr. 34,58 Proz.C = 34,41 Proz.C 


0,1936¢ ,, » 9,1241gH,0 _,, — . = oe a 
0,2127¢ ,, . 000215 ¢ N, ig 3 | ee ae ee 
0,2563¢ =O, » 0.23982 AgCl, ,, me. 2 we. -o 


') Ann. d. Chem, 248, 314, 1888. 
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Schmeizpunkt 143° (theoretisch 145°). Aus der Mutterlauge konnte 
noch Substanz gewonnen werden. Der in absolutem Alkohol unlésliche 
Riickstand wurde mit 95proz. Alkohol in der Warme extrahiert und 
aus der Lésung zuerst das Hg-Doppelsalz und dann das Chloraurat 
des Betains dargestellt. Es wurden 3,8508 g des Goldsalzes gewonnen. 
Aus der ersten Halfte des Filtrats resultierten 3,7909 g Betainchloraurat, 
zusammen also 7,6417 g, entsprechend 1,9577g Betain = 5,96 Proz. 
Es waren also bei der tiefergreifenden Spaltung 2,599 g Betain weniger 
erhalten worden. Diese Differenz fiihren wir auf das Glykokoll zuriick, 
das sonst bei der Hydrolyse niemals erscheint. Es war also bei der 
tiefergreifenden Hydrolyse das Kohlenhydrat weiter zu Lavulinsdure 
abgebaut und das Betain zu Glykokoll entmethyliert worden. 


Spaltung mit 5proz. KOH: Die Abbauprodukte waren die gleichen 
wie die mit 5 und 10proz. Saure erhaltenen. Indessen war im Gegensatz 
zur Saurehydrolyse das Fettsiuregemisch hier stickstofffrei. Das Filtrat 
nach der Fallung mit Phosphorwolframsaure enthielt nur noch 4 mg N, 
das sind fiir die zur Spaltung verwendeten 10,40 g Phosphatid mit 
135 mg N nur 2,97 Proz. des Gesamt-N. Es hat den Anschein, als ob 
bei der alkalischen Spaltung die Abtrennung der N-haltigen Kom- 
ponente des Phosphatids griindlicher erfolge als bei der Saurespaltung. 


2. Fillung mit Bleiacetat in ammoniakalischer Lésung. 


Diese unterscheidet sich schon im Aussehen (Farbe, blatterig- 
kérniges Gefiige) von der vorigen. Die Analysenwerte (Mittel aus je 
zwei Analysen) sind: 

0,3271 g Substanz gaben 0,2576g CO, und 0,1079g H,O, entsprechend 

21,47 Proz. C und 3,69 Proz. H. 

0.3981 g Substanz gaben 0,00645 g N, entsprechend 1,72 Proz. N. 

0,5428 g - »  0,5013g¢ PbSO,, entsprechend 63,07 Proz. Pb. 

0.4621 ¢ - verbrauchten 15,81 ecem n/1l0 NaOH, entsprechend 
1,89 Proz. P. 

Aus der Differenz berechnet 8,16 Proz. O. 

Das Verhialtnis P: N ist 1: 2,01. 

Mit H,SO, hydrolysiert, lieferte die Substanz keine Reduktion 
der Fehlingschen Lésung, Kohlenhydrate waren also nicht vorhanden. 

Das Phosphatid erweist sich also als Diamino-Monophosphatid 
mit der empirischen Formel: Cy, Hog N, PO, . 5 Pb. 

Spaltung mit 5proz. H,SO,: 52,13 g Substanz wurden mit 500 ccm 
5proz. H,SO, 6 Stunden unter Riickflu8 erhitzt. PbSO, abfiltriert, 
gewaschen, mit heiBem Alkohol ausgezogen, eingedunstet, der braune 
Riickstand mit Ather aufgenommen. Die gelbgefarbte triibe, schwefel- 
saure Lésung ausgeithert, der Extrakt mit Wasser gewaschen, iiber 
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Na,SO, getrocknet, der Ather abdestilliert. Es hinterblieb eine 
schuppige gelbe Masse, die nach dem Trocknen 8,18 g wog. Sie ent- 
hielt N und etwa 16 Proz. Fettsiuren des Phosphatids, und zwar 
nur gesittigte. Die in kaltem Alkohol und Ather lésliche Masse wurde 
mit alkoholischer KOH behandelt, aus der Seife die Fettsiuren mit 
HCl in Freiheit gesetzt, mit Petrolither ausgezogen und dieser nach 
Waschen und Trocknen abdestilliert. Beim Eindunsten des in Alkohol 
gelésten Riickstandes im Vakuum schieden sich groBe Kristallschuppen 
aus, die nach der Reinigung den Schmelzpunkt 61,5 bis 62,3° zeigten 
(fiir Palmitinséure 62,6°). 

0,2335 g Substanz verbrauchten 9,13 cem n/10 KOH, entsprechend 
der Saurezahl 219,2 (fiir Palmitinsaure 218,9). 

0,3005 g Substanz gaben bei der Ag-Bestimmung des Ag-Salzes 
0,0893 g Ag = 29,72 Proz. Ag (fiir Palmitinséure berechnet 29,7 Proz. Ag). 

Die schwefelsaure Lésung nach dem Ausathern der Fettséuren 
wurde nach Einengen mit Phosphorwolframsiure gefallt. Der volu- 
minése Niederschlag nach Stehen, Waschen mit wiisseriger Baryt- 
lésung unter Riihren zerlegt, die Barytsalze nach Vertreiben des NH, 
entfernt, der Baryt mit CO, beseitigt und das Filtrat mit HCl an- 
gesauert und eingedunstet. Die von dunklen Zersetzungsprodukten 
und der iiberschiissigen HCl befreiten getrockneten Salze wurden mit 
absolutem Alkohol extrahiert und nach Wiederholung dieses Verfahrens 
mit alkoholischer HgCl,-Lésung gefallt. Der umkristallisierte Nieder- 
schlag mit H,S zerlegt, die Lésung zur Trockne gebracht, mit absolutem 
Alkohol in der Kalte behandelt, wieder das Hg-Salz der Base aus- 
gefallt, zerlegt und die Lésung eingedunstet. Ebenso wurde noch 
ein drittes Mal verfahren. Die Lésung der salzsauren Salze wurde 
mit AuCl, gefallt und das erhaltene Au-Doppelsalz aus heiBem Wasser 
umkristallisiert. 

0,1746g¢ Substanz gaben 77,8mg Au = 44,52 Proz. Au (fiir 
Cholinchloraurat berechnet 44,50 Proz. Au). 

Das in absolutem Alkohol Ungeléste wurde mit 98proz. Alkohol 
warm extrahiert, darauf wieder wie vorher tiber das Hg-Doppelsalz 
die Au-Verbindung gewonnen. 

0,1632 g Substanz (Mittel aus zwei Analysen) gaben 78,1 mg Au 
= 43,21 Proz. Au (fiir Betainchloraurat berechnet 43,14 Proz. Au). 

Das Filtrat von der Fallung mit Phosphorwolframsiure wurde 
mit Ba(OH),, dann mit CO, behandelt, mit Kohle entfarbt, zur Trockne 
gebracht, mit 98proz. Alkohol digeriert, um noch vorhandene Base 
in Lésung zu bringen, abfiltriert. Die getrocknete Masse wurde dann 
in Wasser gelést. entfairbt und mit Alkohol gefallt, diese Operation 
wiederholt. Das bei 130° getrocknete Ba-Salz der Glycerinphosphor- 
saure gab: 
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0.2201 g Substanz 'ieferter. 0,1673 g¢ BaSO, 44,73 Proz. Ba (Mittel aus 
zwei Analysen); berechnet fiir C,H,PO,Ba 44,68 Proz. Ba. 

0,1667 g Substanz lieferten 0,0611 ¢ Mg,P,O, = 10,21 Proz. P; (Mittel aus 
zwei Analysen); berechnet fiir C,H,PO,Ba 10,09 Proz. P. 


0,4049 g des Ba-Salzes, in 6 cem Wasser gelést, zeigten im 1-Dezimeterrohr 
bei 21° eine Drehung von + 0,12°, [a}##} = + 1,67°. 
Bemerkenswert ist auch, daB dieses Ba-Glycerophosphat auch in 
kaltem Wasser auBerordentlich schwer léslich war. Die Formoltitration 
zur Feststellung von Aminosauren lieferte kein positives Ergebnis. 


Spaltung mit 5 proz. alkoholischer KOH: 15,54 g der Pb-Verbindung 
des Phosphatids wurden mit 600 cem der Lauge 3 Stunden im kochen- 
den Wasserbad unter RiickfluB behandelt. Die dabei erhaltene gelbliche, 
vollkommen klare, stark schiumende Lésung wurde mit HCl iiber- 
sittigt und die dabei stark triib gewordene Fliissigkeit von dem volu- 
minésen braunen Niederschlag und von PbCl, abfiltriert, mit Ather 
im Scheidetrichter geschiittelt. Die klare gelbe Atherschicht bis zum 
Verschwinden der sauren Reaktion mit Wasser gewaschen, getrocknet, 
der Ather abdestilliert, das Residuum im Vakuum getrocknet. Es 
enthielt keinen N und wog 2,35 g, entsprechend 15,12 Proz. Fettsauren 
(in Ubereinstimmung mit den bei der Saurespaltung erhaltenen 
15,69 Proz. Fettsiuren). Es wurde das Pb-Salz in der iiblichen Weise 
hergestellt. 0,5196 g Substanz gaben 0,2202 g PbSO, = 28,95 Proz. Pb 
(berechnet fiir Palmitinsiure 28,86 Proz. Pb). Der abgetrennte braune 
flockige Niederschlag wurde mit warmem HCl-haltigen Wasser ge- 
waschen und stellte sich getrocknet als dunkelbraune amorphe, in 
neutralem oder alkalischem Wasser leicht lésliche, dagegen in Ather, 
Alkohol véllig unlésliche Substanz dar, die weder Fehling reduzierte 
noch die Pentosereaktionen gab, auch keinen N enthielt. Wahrscheinlich 
bestand sie aus einem Pektinstoff. 

Die wiisserige salzsaure Lésung wurde dann von Ather befreit, 
das Pb als Sulfat entfernt, auf 500 ccm gebracht und in zwei Teile 
geteilt. 

In der einen Halfte wurde der N bestimmt, es ergaben sich auf 
die ganze Fliissigkeitsmenge gerechnet 0,2658¢ N 1,70 Proz. N. 
Hier befand sich tatsachlich die gesamte N-Menge in der Basenfraktion. 


Die erste Halfte wurde nun mit Phosphorwolframsaure ausgefallt, 
die aus dem Niederschlag regenerierten Basen erwiesen sich wie friiher 
als Cholin und Betain, wobei die Ausbeute an ersterem gréBer war. 
Es wurden nur 60,5 Proz. Cholinchlorhydrat und 39,5 Proz. Betain- 
chlorhydrat erhalten. Die Trennung wurde durch die verschiedene 
Léslichkeit in absolutem Alkohol bewirkt. Das Filtrat nach der Fallung 
mit Phosphorwolfrarasaure enthielt keinen N mehr. 
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Die andere Halfte wurde vorsichtig zur Trockne eingedunstet, 
der Riickstand zur Abscheidung der Basen mit Alkohol extrahiert 
Der nach der Extraktion verbliebene Riickstand wurde in Wasser 
gelést, mit Tierkohle entfarbt und mit Bleiacetat versetzt. Der feine 
nadelige Niederschlag wurde abgesaugt, gewaschen, getrocknet. Ex 
wog 1,796 g. 0.4467 g davon gaben 0,3611 g PbSO, = 55,13 Proz. Pb 
(berechnet fiir glycerinphosphorsaures Pb 54,92 Proz. Pb). Er gab 
deutliche P-Reaktion, gab beim Erhitzen mit KHSO, Akroleingeruch 
und bestand also aus glycerinphosphorsaurem Pb. 

Die Spaltungsprodukte waren also dieselben wie bei der Saure- 
spaltung. 


Untersuchung des in Alkohol léslichen Anteiles der Fdllung mit Bleiacetat 


in neutraler Lésung. 


32,046 g Trockensubstanz der Verbindung wurden in einem Erlen- 
meyerkolben am Wasserbad so lange mit 98proz. Alkohol bei 60° 
behandelt, als sich dieser noch anfirbte, was nach etwa 6 Stunden 
beendet war. Bei der Behandlung des Materials mit siedendem Alkohol, 
wie es durch andere Autoren in der Regel vorgenommen wurde, geht, 
wie der Versuch lehrte, eine Destruktion des Phosphatids vor sich, 
mindestens spalten sich die Fettséiureanteile ganz oder teilweise ab. 
Deshalb wurde in unseren Versuchen die Verwendung von siedendem 
Alkohol sorgfaltig vermieden. Die unten folgenden Daten zeigen aber 
deutlich, daB durch Alkoho] schon bei 60° eine wenigstens teilweise 
Abtrennung der Kohlehydratgruppe erfolgt, so daB das Produkt der 
Alkoholyse in seiner Zusammensetzung vom urspriinglichen Phosphatid 
nicht unbetrachtlich abweicht. Daraus geht wohl deutlich hervor, 
daB selbst solche organische Solventien, welche normalerweise nicht 
tief in den molekularen Bau eingreifen, hier zerstérend wirken kénnen. 

Nach dem Trocknen wog die Bleifallung noch 18,548 g. Es sind 
somit 13,498 g = 42,12 Proz. der urspriinglichen Fallung in den Alkohol 
iibergegangen. 

Der gelbe alkoholische Extrakt wurde im Vakuum eingedunstet, 
das fettartige Residuum mit Ather aufgenommen, worin es bis auf 
einen ganz geringen anorganischen Rest vollkommen léslich war. Die 
aitherische Lésung wurde getrocknet, der Ather abdestilliert und nun 
in Portionen Benzol zugesetzt. Die anfanglich dlige Abscheidung 
wurde durch weiteren Benzolzusatz in eine feste, gelblichweiBe knetbare 
Masse verwandelt. Die getrocknete Fallung wog 9,942 g, das sind 
73,65 Proz. des in Alkohol gelésten Anteils. Die Fallung war in Wasser 
und Benzol unléslich, in Alkohol, Ather, Aceton, Cloroform léslich. 
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Nach wiederholter Reinigung und nach dem Trocknen lieferten (Mittel 
aus zwei Analysen): 


0,5337 g Substanz 69,5 mg Mg,P,0O, = 3,62 Proz. P 
0.3931 g i 6,738-.. B = 1,723 , N 
0,1467 g - 338,56 ,, CO, 62,93 , C 


und 133,7 mg H,O = 10,19 Proz. H. 


0,874 g¢ Substanz wurden mit 80cem 5proz. H,SO, 6 Stunden 
unter RiickfluB gekocht, die Fettsiuren mit Petrolather aufgenommen, 
das wisserige Hydrolysat auf 100cem gebracht. Je 20 ccm davon 
wurden nach Bertrand auf Zucker untersucht. Es wurden verbraucht 
(Mittel aus 3 Analysen): 1,683 ccm KMnQO, (leccm = 9,91 mg Cu), 
entsprechend 8,2 mg Glucose = 4,69 Proz. Glucose. Das Verhiltnis 
P:N =1:1,05. Das vorliegende Priparat ist also ein Monoamino- 
monophosphatid. 

Bei der Extraktion der Bleifillung mit Alkohol war also das 
Phosphatid herausgelést worden, der Zucker aber nicht in die alko- 
holische Lésung tibergegangen. So konnte eine immer weitergehende 
Reinigung des Phosphatids vom Zucker vorgenommen werden. Was 
fir Zucker, gilt wohl auch fiir andere Stoffe, wie die weiteren Er- 
mittlungen zeigen; die Phosphatide scheinen jedenfalls hervorragend 
geeignet, andere Zellstoffe in mehr oder weniger fester Bindung zu 
halten, was thre Rolle als Transportmittel fiir die verschiedensten Stoff- 
wechselprodukte im Zellhaushalt zu dienen, zusammen mit der Tatsache, 
dap es wasserlésliche und wasserunldésliche, aber hydrophile Phosphatide 
gibt, die iiberdies ineinander iibergehen kiénnen, in ein ganz neues Licht 
riickt. Die Forschungen iiber die Permeabilitdtsverhdltnisse der Zell 
werden in Zunkunft den Phosphatiden ein besonderes Augenmerk zu 
schenken haben. 

Wenn andere Forscher, die iiber pflanzliche Phosphatide gearbeitet 
haben, aber ihr Material mit siedendem Alkohol auszogen, nur etwa 2 bis 
3 Proz. reduzierender Substanz fanden, so ist das auf die Alkoholyse 
zuriickzufiihren. 

Das Phosphatid wurde nun in warmem Ather gelést, die Lésung 
im Vakuum eingedunstet, mit warmem Alkohol aufgenommen und 
diese Operation mehrmals wiederholt. SchlieBlich wurde wie friiher 
mit Benzol gefallt, die wachsartige Fallung griindlich mit Benzol durch- 
geknetet und getrocknet. 0,2968 g Substanz wurden mit 5proz. H,SO, 
hydrolysiert, das Filtrat auf 80 cem gebracht, wovon je 20 ccm (Mittel 
aus 2 Bestimmungen) 0,375cem KMnQO, verbrauchten. Nach der 
friiheren Relation entspricht das 3,71 mg Cu = 1,82 mg = 2,45 Proz. 
Glucose. Der Zuckergehalt war also durch die eingehende Behandlung 
mit Alkohol gegen friiher auf die Halfte herabgegangen, der ver- 
bleibende Rest konnte aber durch diese Methode auf keine Weise 
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entfernt werden. 0,1616g Substanz wurden mit H,SO, hydrolysiert, 
das Filtrat auf 50cem gebracht. Je 25ccm verbrauchten 0,41 com 
KMnO, = 4,06 mg Cu = 1,99 mg Glucose = 2,47 Proz. Dieses Phos- 
phatid wurde zur Analyse gebracht. Mittel aus zwei Analysen: 
0,1743 g Subst. gaben 24,1 mg Mg,P,O,, entspr. 3,86 Proz. P 


0.19762 ,, a 3,46 ,, N, ra LJ . & 
0,1734 ¢ ie » 4105 , CO, - 64,11 or 
0.1734 2 a - 166.3 .. H,0O, - 10,36 x H 
aus der Differenz berechnet 19,92 org Ge 


Das Phosphatid entspricht danach der empirischen Formel 
C43Hg,N PO, mit dem Molekulargewicht 804. 


Spaltung des Phosphatids mit verdiinntem H,SO,: Der Rest der 
Benzolfallung, etwa 6g, wurden mit 100ccm S5proz. H,SO, unter 
RiickfluB 5 Stunden erhitzt, die Fettsiuren ausgeiathert, die wasserige 
Lésung davon mit Phosphorwolframsdure gefallt, die Fallung mit 
Baryt zerlegt, CO, eingeleitet und das Filtrat eingedunstet. 

Mehrmals muBte von dunklen Zersetzungsprodukten abfiltriert 
werden, dann wurde mit HCl iibersaéttigt und im Exsikkator langsam 
auskristallisieren gelassen. Die aus der braunlichen Masse sich aus- 
scheidenden Kristalle wurden am Tonteller mit absolutem Alkohol 
gewaschen, dann in Wasser gelést und mit Kohle entfarbt. SchlieBlich 
wurde zur Trockne eingedunstet, mit warmem Alkohol aufgenommen 
und von dem ganz geringen Riickstand (BaCl,) abfiltriert. Nach Ein- 
dampfen im Vakuum hinterblieben etwa 0,6 g eines Salzes, das sich 
als Betainchlorhydrat erwies. Schmelzpunkt war 242 bis 243°, unléslich 
in absolutem Alkohol, reagiert stark sauer, gibt beim Erhitzen weder 
Pyrrolreaktion noch Pyridingeruch. Es wurde das in rechtwinklig 
begrenzten Blattchen kristallisierte Cloraurat hergestellt, von dem 
0,2023 g 87,1 mg Au gaben, entsprechend 43,05 Proz. Au (berechnet 
fiir Betainchloraurat 43,13 Proz. Au). 

Durch Versetzen der wisserigen Lésung des salzsauren Salzes mit 
Natriumpikrat wurde das in glinzenden Nadeln kristallisierende, bei 
182° schmelzende Pikrat gewonnen. Die braunliche Masse wurde 
nach Entfernung der Basenkristalle in Wasser gelést, mit Kohle ent- 
farbt, die Lésung eingeengt und mit Alkohol gefallt. Nach wiederholter 
Reinigung wurde das bei 105° getrocknete Ba-Salz der Glycerinphosphor- 
séiure analysiert. 

0,1205 g Substanz gaben 87,1 mg BaSO,, entsprechend 42,53 Proz. Ba; 
berechnet fiir C;H,PO,Ba + H,O 42,20 Proz. Ba. 


0,2163 g Substanz gaben 75,1 mg Mg,P,0O,. entsprechend 9,67 Proz. P; 
berechnet fiir C,H,PO, + H,O 9,53 Proz. P.. 


Obwohl der Ba-Gehalt anscheinend annahernd stimmt, muB das 
Praparat doch als unrein bezeichnet werden, da es N enthielt. Eine 
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weitere Reinigung aber verbot sich bei der geringen Ausbeute. Auch 
die Menge der nach Abdestillieren des Athers erhaltenen Fettsiuren 
war fiir die quantitative Bestimmung unzulanglich. Indessen konnte 
durch die Reaktion von Manea'), die auch bei Vorhandensein von 
Verunreinigungen eintritt, Olsaure nachgewiesen werden. Etwas reine 
Baumwolle wird in konzentriertem H,SO, gelést, dann mit einigen 
Tropfen der zu priifenden Fliissigkeit versetzt und unter Schiitteln 
Wasser zutropfen gelassen. Es trat die charakteristische Rot- und 
spater Violettfarbung ein. 


3. Fillung mit CdCl, in neutraler Lésung. 

Um festzustellen, ob die verschiedenen Schwermetallsalze im- 
stande sind, Phosphatide verschiedener Zusammensetzung zu fallen, 
wurden verschiedene derselben in Anwendung gebracht, von denen 
sich dazu besonders CdCl, und Uranylacetat eigneten. In dem wie 
immer hergestellten konzentrierten Dialysat wurde mit CdCl, ein 
grobflockiger hellbrauner Niederschlag erhalten, der wie die ent- 
sprechende Pb-Verbindung behandelt wurde. Die Analyse des getrock- 
neten Phosphatids ergab folgende Werte: 

Mittel aus drei Analysen: 
0,3214 g Subst. gaben 26,8 mg Mg,P,O,,entspr. 2,35 Proz. P 


0.63532  ., - SS Poe 7 . a 
O2lllg ,, ~~ aon — CO. — a 
O21llg ,, — eee rt i) 6 
0.39162 ,, a 59,5 ,, CdO, i 16,14 ,, Cd 
S1e6le « - 71,65 ,, AgCl, a ne. 


Die empirische Formel berechnet sich daraus mit CyH,,N PO, 
.2CdCl,. P:N = 1: 0,98. Es handelt sich also um ein Monoamino- 
monophosphatid. 

0,8466 g Substanz wurden 6 Stunden mit 5proz. H,SO, hydro- 
lysiert. Das Filtrat von den Fettsiuren wurde auf 100 ccm gebracht. 
Je 50cem verbrauchten 11,78cem KMnQ, = 119,46mg Cu, ent- 
sprechend 57,39 mg = 13,56 Proz. Glucose. 

Spaltung mit S5proz. H,SO,: 40g der Cd-Verbindung wurden mit 
500 cem 5proz. H,SO, 6 Stunden unter RiickfluB gekocht, von den 
ausgeschiedenen Fettsauren abfiltriert und diese mit Wasser gewaschen. 
Beim Ausiéthern der schwefelsauren Lésung konnte noch ein Teil 
der Fettsiuren erhalten werden. Die in der tiblichen Weise isolierten 
Sauren erwiesen sich als Olséure und eine feste Fettsiure, deren Identi- 
fizierung leider nicht gelang. Schmelzpunkt derselben 59 bis 60°. Wahr- 
scheinlich handelte es sich um Palmitinséure wie in der entsprechenden 
Pb-Fallung. Aus der schwefelsauren Lésung wurde nun durch vor- 


1) Manea, Chem. Centralb). 1908, II. 1702 
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sichtigen Zusatz von (NH,),CO, das Cd ausgefallt, das Filtrat davon 
mit H,SO, angesduert und die Base durch Phosphorwolframsaure 
ausgefalit. Die aus dem Niederschlag regenerierte Base war Betain. 
(Nachweis durch den Schmelzpunkt des dargestellten Au-Salzes 234° 
und den richtigen Au-Gehalt, 43,19 gegen 43,14 Proz. der Theorie.) 
Cholin war nicht vorhanden. Das mit Ba(QH), und CO, gereinigte 
Filtrat nach der Fallung mit Phosphorwolframsaure gab nach dem 
Eindunsten am Wasserbade einen bréiunlichen Riickstand, der in 
85proz. Alkohol zum Teil, in kaltem Wasser aber klar léslich war. 
Aus der mit Kohle entfarbten Lésung wurde das Ba-Salz der Glycerin- 
phosphorsiure mit Alkohol ausgefallt; die Fallung und Auflésung 
wurde wiederholt. Trotzdem muBte es als unrein bezeichnet werden, 
da 0,18 g der Substanz Fehling betrichtlich reduzierten. Eine weitere 
Reinigung erwies sich als untunlich. Das getrocknete Ba-Salz gab 
nur 8,42 Proz. P und 40,98 Proz. Ba gegen 9,53 Proz. P und 42,20 Proz. 
Ba der Theorie. Der enthaltene Zucker war Glucose, nach dem Schmelz- 
punkt des dargestellten Phenylhydrazons 158,8° (Mittel aus drei Be- 
stimmungen) gegen 160° der Theorie. Die Spaltungsprodukte waren 
also die gleichen wie die der Bleiacetatfillung in neutraler Lésung. 
Die beiden Fallungen sind wohl trotz der etwas abweichenden empi- 
rischen Forme] identisch, was spater noch naher ausgefiihrt werden wird. 


4. Die Fillung mit Alkohol. 

Diese enthielt, in Wasser vollkommen léslich, wie schon erwahnt, 
reichliche Mengen anorganischer Stoffe. Durch Lésen und Wieder- 
ausfaillen mit den verschiedensten Reagenzien wurde versucht, das 
Phosphatid ,,rein‘* zu erhalten, doch sind diese anorganischen ,,Ver- 
unreinigungen“ entweder chemisch gebunden, was bei den konstanten 
Analysenwerten, die bei verschiedenen Priparaten gefunden wurden, 
uns nicht ausgeschlossen erscheint, oder doch so stark adsorbiert, 
daB eine Befreiung davon auf physikalischem Wege nicht méglich ist. 
Aus unserem Versuchsprotokoll sei die folgende Tabelle angefihrt: 





U 1 Wasserige Auf- Zz it on 

re lésung der oe aa Mit Methyl. Aceton- 

| Ballung mit a acetat gefalit fallung mit 

fallung Aceton gefallt Alkohol 
Aceton gefallt gefallt 

Proz. Proz Proz. Proz. Proz. é 
er a 1,03 0,98 117 1,22 0,89 
N. 0,45 0,43 0,39 0,49 051 
a Se 1,58 1,39 1,42 1,61 1,18 
Samoa ay 0,94 0.81 0,67 0,83 
| ee 0,58 0,44 0,62 0,39 0,66 
ae 1,60 1,45 1,63 | 1,78 1,55 


Reduziesende Sub» 


stanz als Glucose | 19,57 19,39 18,87 19,41 18,90 
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Die in Anbetracht der schwierigen Analysenverhaltnisse immerhin 
halbwegs befriedigende Ubereinstimmung der Resultate bei den ein- 
zelnen Fallungen laBt den SchluB zu, daB durch die wiederholten 
Fallungen eine wesentliche Veranderung (Reinigung) des Phosphatids 
nicht eingetreten ist. Bei der Analyse gab die Alkoholfallung folgende 
Werte (Mittel aus zwei Analysen): 

0.2823 g¢ Substanz verbrauchten 5,28cem n/10 NaOH, entsprechend 

1,03 Proz. P. 

0,3963 g Substanz lieferten 1,75 mg N, entsprechend 0,45 Proz. N. 
1.3425 g¢ Substanz gaben nach Sauregemischveraschung und doppelter 

Ausfillung 30,35 mg CaO, entsprechend 1.58 Proz. Ca. 

1.3425 g Substanz gaben nach Siuregemischveraschung und doppelter 

Ausfillung 43,65 mg Mg,P,O,, entsprechend 0,72 Proz. Mg. 
1,1421g Substanz gaben nach Sauregemischveraschung und doppelter 

Ausfillung 64,5 mg Na,SQ,, entsprechend 0,58 Proz. Na. 

0,52235 ¢ Substanz gaben (nach Finkener) 21,25 mg Pt, entsprechend 

1,60 Proz. K. 

0,22675 ¢ Substanz gaben (bei der Elementaranalyse mit Bleicarbonat 
durchgefiihrt) 307 mg C O, und 223,5 mg H, O, entsprechend 35,35 Proz. 

C und 10,56 Proz. H. 


Das Verhaltnis von P:N 1: 0,96, es handelt sich demnach 
um ein Monoaminomonophosphatid. 

1,5448 g Substanz wurden mit Sproz. H,SO, 5 Stunden unter 
RiickfluB gekocht, das Filtrat von den ausgeschiedenen gewaschenen 
Substanzen wurde auf 100 ccm gebracht und in je 25 ccm davon die 
Zuckerbestimmung vorgenommen (Mittel aus drei Analysen). 25 cem 
verbrauchten 15,5lcem K MnO, = 153,7mg Cu = 75,57mg = 19.57 Proz. 
Glucose. 

Spaltung mit 5proz. H,SO,: 17g der Alkoholfallung wurden mit 
200 ccm der Saure iiber freier Flamme unter RiickfluB 7 Stunden 
gekocht, nach dem Erkalten die gelbe Lésung vom mineralischen 
Riickstand abfiltriert, die Fettsiuren durch Ausathern gewonnen. 
Beim Abdestillieren hinterblieb eine ganz geringe Menge eines mikro- 
kristallisierten Riickstandes, der fiir eine genaue Definition der Fett- 
séure unzureichend erschien. Immerhin wurde festgestellt, dab es 
sich um eine gesittigte Fettsiure mit dem Schmelzpunkt 57 bis 58° 
handelte. .Die von den Fettsiuren befreite schwefelsaure Fliissigkeit 
wurde nach Verjagen des Athers mit konzentrierter Phosphorwolfram- 
siurelésung versetzt, der weiBbe Niederschlag nach 12 Stunden Stehen 
abfiltriert, mit 5proz. H,SO, gut ausgewaschen und mit Baryt und 
Wasser zerlegt. Nach Ausfillen des Baryts im Filtrat mit CO, wurde 
mit starker HCl eingedunstet. Es war zuerst ermittelt worden, daB 
die Basenlésung weder mit AgNQO,, noch mit diesem und Baryt N- 
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haltige Niederschlage gab. Der getrocknete kristallinische Riickstand 

wurde mit absolutem Alkohol in der Kalte aufgenommen, mit Kohle 

entfarbt und mit PtCl,-Lésung versetzt. Im Vakuumexsikkator 
schieden sich orangerote Tafeln aus, die folgendes Analysenresultat 
ergaben (Mittel aus zwei Bestimmungen): 

0,26965 g trockene Substanz ergaben beim Gliihen 85,4mg Pt 
= 31,67 Proz. Pt (berechnet fiir Cholinchloroplatinat 31,67 Proz. Pt). 

Beim Auskristallisieren zeigte sich der fiir dasselbe charakteristische 
Dimorphismus. Betain war in der Alkoholfallung nicht zugegen. 

Das Filtrat wurde nach der Basenfallung in der tiblichen Weise 
von den anorganischen Sauren und dann von Baryt befreit, mit Kohle 
entfarbt, am Wasserbad eingedampft, die ausgeschiedene Kristallmasse 
von der Mutterlauge abfiltriert, mit Alkohol gewaschen und mehrmals 
aus Wasser umkristallisiert. Sie sublimierten unzersetzt, enthielten 
weder P noch N, dagegen Ca und gaben Pyrrolreaktion. 

0,218 35 g Substanz lieferten 213,7 mg CO, und 73,6 mg H,0, entsprechend 
31,06 Proz. C und 4,39 Proz. H. 

0.2491 g Substanz lieferten 45,6mg CaO, entsprechend 13,08 Proz. Ca 
(fiir Ca-Succinat berechnet 30,96 Proz. C, 4,54 Proz. H, 12,92 Proz 
Ca). 

Mit der Alkoholfaillung wurde ferner eine Spaltung mit Ba(OH), 
vorgenommen, um festzustellen, ob auch hier die Resultate der Spaltung 
von denen der Saéurespaltung verschieden seien, wie das bei dem blei- 
fallbaren Phosphatid der Fall war. Es ergaben sich jedoch hier dieselben 
Spaltungsprodukte wie bei der Saurespaltung, mit Ausnahme der 
Bernsteinséure, welche hier nicht als Spaltungsprodukt auftrat. 


5. Das Filtrat nach der Fiallung mit Bleiacetat und Alkohol. 

Das im Vakuum von allem Alkohol befreite Filtrat hatte weinrote 
Farbe und war vollkommen klar. Trotz der verschiedensten Versuche 
ist es bisher nicht gegliickt, in dieser Restfraktion ein Phosphatid durch 
Salzfallung oder ein organisches Fallungsmittel zu fixieren und so der 
quantitativen Ermittlung zuzufiihren. Es wurden die Fettsaiuren, die 
Basen und die P: N-Relation bestimmt. Dabei war die Frage nicht 
zu beantworten, ob es sich iiberhaupt um ein regulires Phosphatid 
handelt oder uni ein durch P-, N- und fettséurehaltige Spaltungs- 
produkte anderer bereits isolierter Phosphatide verunreinigtes neues 
Phosphatid oder vielleicht gar nur um solche Spaltungsprodukte. 
Gegen die letztere Annahme spricht allerdings das Vorhandensein 
einer Base (Adenin), die in den anderen Phosphatiden nicht gefunden 
wurde, und das Vorkommen von Fettsiuren aus der Linolséure- 
reihe, die sonst gleichfalls nirgends auftraten. Dagegen wurde Cholin 
auch hier festgestellt, so dai wenigstens die Wahrscheinlichkeit 
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der Verunreinigung eines in der Restfraktion vorhandenen neuen 
Phosphatids durch Spaltungsprodukte friiherer vorliegt. Nach Winter- 
stein!) erfolgt ja eine teilweise Spaltung von Phosphatiden schon bei 
der Fallung mit Metallsalzen. Auch anorganische Stoffe finden sich 
in dieser Restfraktion in nicht unbetrachtlichen Mengen. 

50 cem lieferten 244,5mg Mg,P,O,; = 68,15 mg P 

i - Dido © on Se. 2 

P:N = 1: 5,01 

Spaltung mit Sproz. H,SO,: Diese wurde in der beschriebenen 
Weise durch sechsstiindiges Kochen ausgefiihrt, die triibe Lésung von 
einem dunklen Niederschlag abfiltriert und dieser so lange mit Wasser 
und dann mit warmem Alkohol behandelt, als noch etwas in Lésung 
ging. Der unlédsliche Rest (Huminsubstanzen?) wurde nicht weiter 
untersucht. Die schwefelsaure Lésung wurde ausgeithert und der 
Extrakt mit der Lésung vereinigt, die durch Ather aus dem Riickstand 
gewonnen worden war, nachdem man das Lésungsmittel (Alkohol) 
abgetrieben hatte. Die atherische Lésung wurde nun gewaschen, ge- 
trocknet und die enthaltenen Fettsauren wie friiher aufgearbeitet. 
Die feste Fettsiure erwies sich als Palmitinsdure. Die fliissige Fett- 
siure zeigte Elaidinreaktion, besaB aber eine sehr hohe Jodzahl. Sie 
wurde in Ligroinlésung mit Br unter Kiihlung behandelt. Das Bro- 
mierungsprodukt wurde nach mehrstiindigem Stehen abfiltriert, die 
gereinigten Kristalle schmolzen bei 113,3®°. Sie wurden mit Zn und 
Methylalkohol unter RiickfluB gekocht, dann tropfenweise mit methy]- 
alkoholischer HCl versetzt und wieder gekocht. Beim Abkiihlen schied 
sich ein gelbes Ol aus, das mit Petrolather ausgeschiittelt wurde. Die 
Petrolatherschicht wurde mit Wasser gewaschen, getrocknet, das 
Lésungsmittel abdestilliert und der zuriickgebliebene Methylester der 
Fettsiure mit alkoholischer NaOH stehengelassen. Nach 24 Stunden 
hatte sich eine gallertartige Masse abgeschieden, die in Wasser gelést 
wurde. Nach dem Ansauern mit H,SO, wurde die Fettsiure mit 
Petrolather ausgezogen und die Petrolatherschicht wie oben behandelt. 
Von dem enthaltenen Ol wurde die Jodzahl bestimmt. 

0,51715g Substanz verbrauchten 936,95mg J, entsprechend 
186,2 Jodzahl (fiir Linolsaure ist die Jodzahl 181,4, der Schmelzpunkt 
des Linolsiuretetrabromids 114 bis 115°). 

Ferner konnte Olsdure nachgewiesen werden. 

Die schwefelsaure Lésung nach Entfernung der Fettsiuren wurde 
mit Phosphorwolframsaure gefallt, der Niederschlag gewaschen und 
durch Verreiben mit Ba(OH), zersetzt. Nach Abtreiben des NH, 
wurde die durch Filtrieren von den unléslichen Ba-Verbindungen 


1) BE. Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 500, 1909. 
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getrennte Basenlésung mit HNO, neutralisiert und am Wasserbad 
eingeengt. Mit AgNO, wurden dann nach bekanntem Verfahren 
die Alloxurbasen ausgefallt. Der erhaltene Niederschlag wurde unter 
HCl-Zusatz mit H,S zerlegt, worauf beim Eindampfen des Filtrats 
Kristalle von salzsauren Salzen der Alloxurbasen auskristallisierten, 
die nach dem Reinigen die Kosselsche Probe auf Adenin gaben. Bei 
halbstiindigem Erwairmen am Wasserbad mit Zn und HCl trat vor- 
iibergehende Purpurrotfirbung auf, bei Verdiinnen mit Wasser und 
Ubersattigen mit NaOH die charakteristische, in Braunrot tibergehende 
Rotfarbung. Ein Teil wurde in das Au-Salz tibergefiihrt, das die fiir 
Adenin charakteristische Prismenform und nach dem Umkristallisieren 
den Schmelzp. 215 bis 216° besab, 

0,17995 g Substanz gaben 67 mg Au = 37,24 Proz. Au (berechnet 
fir C,;H,;N,.2 HCl. AuCl, + H,O 37,23 Proz. Au) (Mittel aus zwei 
Analysen). 

Ein anderer Teil wurde in das Pikrat tibergefiihrt, gelbe Nadeln, 
die nach dem Umbkristallisieren bei raschem Erhitzen unter Gasent- 
wicklung bei 278° schmolzen (theoretisch 279 bis 281°). 

Das Filtrat gab nach der Fallung mit AgNO, keine Basenfallung. 
Es wurde mit HCl von iiberschiissigem Ag befreit, mit H,SO, an- 
gesauert, stark eingeengt und zum zweitenmal mit Phosphorwolfram- 
siure versetzt, der Niederschlag nach dem Auswaschen mit 5proz. 
H,SO, wieder mit Baryt zerlegt. Nach Entfernung desselben wurde 
die Basenlésung unter HCl-Zusatz eingedunstet. Die entstehenden 
Kristalle wurden nach Auflésen in absolutem Alkohol in das Chloro- 
platinat tibergefiihrt. Die orangeroten Tafeln gaben bei der Analyse 
folgende Werte: 0,2495 g getrockneter Substanz lieferten beim Glihen 
78,9 mg Pt = 31,62 Proz. Pt (berechnet fiir Cholinchloroplatinat 
31,67 Proz. Pt). 


Das Filtrat wurde nach der ersten Basenfallung mit Phosphor- 
wolframsaure mit Baryt von den Sauren, mit CO, von Baryt befreit, 
das Filtrat mit Kohle entfarbt. Am Wasserbad schied sich eine Kristall- 
haut ab, die durch Zusatz von Wasser wieder in Lésung gebracht 
wurde, dann wurde mit 98proz. Alkohol das Ba-Salz der Glycerin- 
phosphorsaure gefallt, der wiederholt geléste und wieder gefallte Nieder- 
schlag abgesaugt und getrocknet (Mittel aus zwei Analysen). 

0,5665 g Substanz gaben 407,85mg BaSO, 42,37 Proz. Ba 

0.4671 ¢ . » 100.7 ., MacP.Oy= 066 , P 

(berechnet fiir C,H,PO,Ba + H,O 42,20 Proz. Ba, 9,53 Proz. P) 


Nach Hydrolyse mit verdiinnter Saéure trat keine Spur einer Re- 
duktion von Fehlingscher Lésung ein. 


26* 
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0,3412 g Substanz, in 5cem Wasser gelést, drehten im 1-dm-Rohr 
bei 20° +-0,15°, daher [a]? = + 2,19. Aus dem Filtrat der Alkohol- 
fallung konnte ein Zucker gewonnen werden, der sich als Glucose erwies. 


Versuche zur Isolierung der Phosphatide. 


Die Verbindung mit Metallen verleiht den Phosphatiden eine 
gewisse Stabilitat, die es erméglicht, sie zu isolieren. Ob es sich dabei 
um eine Verbindung oder um eine Niederschlagsreaktion handelt, 
kann noch nicht beantwortet werden'). Da die Metallniederschlage 
der Phosphatide ausnahmslos in Wasser unléslich waren (nur die 
frischen Fallungen zeigen eine minimale Léslichkeit), und da eine Ent- 
fernung des Metalls nur unter Zerstérung des Phosphatids méglich 
war, ist vielleicht der SchluB gerechtfertigt, daB es sich bei unseren 
nativen Phosphatiden um chemische Verbindungen derselben mit 
den Metallen handelt. Eine Reindarstellung wurde aus der mit Blei- 
acetat in neutraler Lésung gewonnenen Fallung versucht. 

20g des getrockneten pulverisierten Bleiniederschlages wurden 
in 400 ccm kalten Alkohols suspendiert und, wahrend durch ein Riihr- 
werk fiir feinste Verteilung gesorgt wurde, H,S eingeleitet und das 
abfiltrierte PbS mit warmem Alkohol ausgewaschen. Da dasselbe 
bei der Entstehung verschiedene Stoffe mitzureiBen vermag, wurde 
es der Reihe nach mit kochendem Wasser, kochendem Alkohol und 
Ammoniak behandelt, ohne daB beim Abdampfen der Waschfliissigkeit 
Riickstande erhalten worden waren. Zuletzt wurde es mit H, O, oxydiert 
und das gebildete PbSO, mit Wasser und Alkohol ausgekocht, wobei 
es sich als von organischen Substanzen véllig frei erwies. Durch Ein- 
leiten von CO, wurde der H,S verdringt, da eine Probe beim Abdampfen 
Abscheidung von § ergeben hatte. Nach Abdestillieren des Alkohols 
im Vakuum hinterblieb ein rotbraunes, widerlich riechendes Ol, das 
im Exsikkator allmahlich zu einer knetbaren Masse eintrocknete. Es 
wurde zweimal in Alkohol gelést und durch die Lésung CO, geleitet, 
dann der Alkohol wieder abdestilliert und die Substanz getrocknet. 
In CS, war die Masse leicht léslich. Sie stellte schlieBlich eine dunkel- 
rotbraune, merkaptanartig riechende Masse dar, die entsprechend der 
qualitativen Untersuchung Schwefel enthielt. Eine quantitative 
Untersuchung hatte kein Ergebnis gegeben, da wahrscheinlich durch das 
Einleiten von H,S Fettsiuren abgespalten worden waren und die 
erhaltenen Resultate daher keine einheitlichen Ergebnisse lieferten. 
So ergab die Elementaranalyse einmal 63,93 Proz. C und 10,51 Proz. H, 
das andere Mal 66,44 Proz. C und 11,98 Proz. H. Die Zahlen fiir S 


') W. Koch, Zeitschr. f. physiol. Chem, 37, 181, 1902/03; O. Porges urd 
E. Neubauer, diese Zeitschr. 7, 152, 1908. 
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variierten zwischen 1,08 und 2,60 Proz. Beim Abbau des Produktes 
mit 5proz. H,SO, wurde ein S- und N-haltiges Glycerophosphat er- 
halten. Die Fettsiuren und Basen waren 8-frei, die ersteren aber stark 
N-haltig. Die Trennung der einzelnen Fraktionen erwies sich viel 
schwieriger als sonst, es hatte tiberhaupt den Anschein, als wire das 
ganze Phosphatidmolekiil veraindert. Das Ba-Glycerophosphat war 
eine schmutziggraue sandige Masse, die sich sehr schwer in Wasser 
léste und Fehlingsche Lésung nach der Hydrolyse mit verdiinnter 
Saure reduzierte. Die Befreiung des Praparats von der reduzierenden 
Substanz miBlang. Im tibrigen gab das Glycerophosphat starke P-Reak- 
tion sowohl mit Ammonmolybdat wie mit Magnesiamixtur in der Asche, 
roch, mit KHSQ, erhitzt, stark nach Akrolein, enthielt also Glycerin 
und Phosphorsaure. Seine wisserige Lésung gab mit H,SO, einen 
Niederschlag von BaSO,. Eine quantitative Bestimmung des S wurde 
darin nicht vorgenommen. Es ist immerhin bemerkenswert, daB ein 
Phosphatid, wie hier zum erstenmal gezeigt wurde, bei der bloBen 
Behandlung mit H,S Schwefel aufzunehmen vermag. 

Weiterhin wurde versucht, aus der Fallung mit CdCl, in neutraler 
Lésung das Phosphatid zu isolieren. 

Etwa 10g der betreffenden Fallung wurden in 30grid. Alkohol 
angerihrt und (NH,),CO, eingetragen, bis eine Probe der Fliissigkeit 
deutlich alkalische Reaktion gab. Das abfiltrierte CdCO, wurde mit 


Alkohol gewaschen. Nach langsamem Abdunsten des Alkohols bei 
Zimmertemperatur blieben gelbliche Nadeln zuriick, die in Wasser 
volistandig, in Alkohol bis auf einen kleinen Rest léslich waren und 
umkristallisiert wurden. 


0,18535 g Substanz (Mittel aus zwei Analysen) gaben 23,4mg Mg,P,0O, 
= 3,52 Proz. P und 
0,38535 g Substanz (Mittel aus zwei Analysen) gaben 12,27 mg N 
3,17 Proz. N (P:N = 1:2 gegen 1:0,98 bei der Cd-Verbindung) 


Es ist auffallend, daB das Praparat N-reicher geworden ist gegen- 
iiber dem Ausgangsmaterial; anfangs wurde dieser Umstand auf 
Analysenfehler zuriickgefiihrt, aber es ergaben sich selbst bei mehr- 
facher Wiederholung dieselben Werte. Eine dhnliche Erscheinung 
ist iibrigens aus der Literatur bekannt!) und wird dort auf den Umstand 
zuriickgefiihrt, daB sich aus dem Ammoncarbonat Ammoniak an die 
Fettséuren anlagern kann, woraus der groBe N-Gehalt erklarbar ware. 
Vielleicht hangt das irgendwie mit der besonderen Natur unseres 
Phosphatids zusammen, da eine VergréBerung des N-Gehaltes durchaus 
nicht bei allen, ungesittigte Fettsiuren enthaltenden Phosphatiden 
eintritt (s. auch Malengreau und Prigent, ferner Mac Lean, |. c.). 


1) W. Liidecke, Dissertation, Miinchen, zitiert nach Trier, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 86, 141, 1913. 
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1,5479 g Substanz wurden 5 Stunden mit 5proz. H,SO, unter 
RiickfluB gekocht. Das Filtrat von den gut ausgewaschenen Fett- 
séuren wurde auf 100 ccm gebracht und je 25 cem davon mit Fehlingscher 
Lésung gekocht, darauf der Zucker bestimmt. Verbraucht wurden 
(Mittel aus drei Versuchen) 15,026cem KMnQO,. Nach der friiheren 
Relation entspricht das 148,9 mg Cu in der Gesamtmenge = 73,21 mg 
== 18,92 Proz. Glucose. 


Zur Frage der ,,wasserunléslichen** Phosphatide. 

Hansteen Cranner') meint, ,,daB die plasmatischen Grenzschichten 
der Zellkérper — die Plasma- und die Vakuolenhaut — ein kolloidales 
System darstellen, dessen halbfestes, hydrophiles Dispersionsmittel 
aus in Wasser unléslichen, aber kolloidal quellbaren, dessen fliissige, 
disperse Phase aber aus in Wasser ganz léslichen Phosphatiden“ be- 
stehe. Auch sollen die beiden Phosphatide — lésliche und unlésliche — 
ineinander iiberfiihrbar und dieser Vorgang ein reversibler sein®). 
Wir haben nun das Austreten von Phosphatiden aus verschiedenen 
Pflanzen, Pisum arvense, Beta vulgaris, Aspergillus oryzae, eingehend 
studiert und gefunden, daB bei Dialyse bei 30° die ,,unléslichen“ Phos- 
phatide immer erst nach der achten bis zehnten Stunde auftreten, 
die ,,léslichen“ dagegen schon nach der dritten bis vierten Stunde. 
Wir kénnen in der ,,wasserunléslichen“ Fraktion nun keine ,,nativen“ 
Phosphatide mehr sehen, sondern meinen, daB durch die langere Ein- 
wirkung der Wirme und der 24stiindigen Dialysenzeit ein Teil der 
wasserléslichen Phosphatide denaturiert und dadurch wasserunléslich 
wird. Oberhalb 30° treten wohl auch deshalb nur wasserunlésliche 
neben wenig léslichen, bei Temperaturen unter 20° nur wasserlésliche 
Phosphatide aus. 

Im folgenden erscheint das Austreten der Phosphatide aus Asper- 
gillus oryzae quantitativ verfolgt, indem zu jedem Versuch tunlichst 
genau das gleiche Gewicht der Pilzdecke (250 g) in sechs flache Porzellan- 
schalen verteilt und mit je 500 ccm Wasser versetzt und im Thermo- 
staten bei 30° dialysieren gelassen wurde. Von 4 zu 4 Stunden wurden 


1) Hansteen Cranner, Zur Biochemie und Physiologie der Grenzschichten 
lebender Pflanzenzellen. Meldinger fra Norges Landbrukshéiskole 2, H. 1/2, 
1922. 

2) In seinen weiteren, nachgelassenen Arbeiten, zu deren Bearbeitung 
und Herausgabe der eine von uns (Grafe) von dem verstorbenen Autor 
letztwillig verpflichtet worden ist, spricht Hansteen Cranner gleichfalls 
schon die Anschauung aus, es méchte sich bei den Beziehungen zwischen 
léslichen und unléslichen Phosphatiden um Zustandsinderungen derselben 
Stoffe handeln, deren Abhiangigkeit von auBeren Momenten aber richt 
untersucht worden ist. Die erwihnten Arbeiten stehen unmittelbar vor der 
Drucklegung. 
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nun in den einzelnen Schalen die Phosphatide mit n/2 alkoholischer 
Bleiacetatlésung, die mit einigen Tropfen Ammoniak versetzt war’), 
gefallt und das Trockengewicht ermittelt. Nach der 12. Stunde wurde 
die unlésliche Suspension durch ein Ultrafilter von den léslichen An- 
teilen getrennt, in Wasser verriihrt und wie oben gefallt und gewogen. 
Folgende Tabelle gibt eine Wbersicht iiber die erhaltenen Werte: 





Trockensubstanz der Pb-Fallung 


lésliche Fraktion unlésliche Fraktion 
| mg . my 


Getallt nach | 
Stunden 


543,2 
9143 
1589.0 
2374,6 
2490.2 
2501.4 
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Stunden 
Kurve vorstehender Tabelle tiber das Austreten wasserléslicher 
und ,wasserunléslicher” Phosphatide aus Aspergillus oryzae. 
wasserlésliche Phophatide, wasserunlosliche Phosphatide 


Es gelingt auch, zu zeigen, daB eine bei 15° gewonnene, vollkommen 
lésliche Fraktion durch nachtrigliche Einwirkung von unerheblich 
erhéhter Temperatur, von Licht, ja selbst beim Stehen im Dunkeln 
und bei O-AusschluB, und zwar immer parallel und proportional der 
Dauer der verandernd wirkenden Einfliisse, wasserunléslich wird. 

Ein bei 15° gewonnenes, vollkommen klares, in der tiblichen Weise 
gereinigtes und konzentriertes Dialysat wurde auf 3000 ccm gebracht 
und je 500 ccm gesondert behandelt. Als Fallungsmittel wurde wie 
friiher alkoholische, ammoniakalische Bleiacetatlésung verwendet. 
Die unlésliche Fraktion wurde durch ein Berkefeldfilter mit einer 
Wasserstrahlpumpe von der léslichen getrennt, nach mehrmaligem 
Auswaschen in Wasser suspendiert und gleichfalls mit Bleiacetat 
behandelt. 


1) Hier wurde zum erstenmal alkoholische ammoniakalische Blei- 
acetatlésung verwendet. Die Fallung ward dadurch viel grobflockiger 
und setzte sich rascher ab. 
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Trockensubstanz 


Gefiillt am Behandlung der Lasung \Geliche Praktion| unléel. Fraktion | ~"™™ 
mg mg mg 
1924 
A 6. XI. Sofort nach der Dialyse 3126.8 —_ 3126.8 
B')| 10. XI. | Stehen im Dunkelraum 
Gr gd’ u's « 4 2760.5 154.9 2915.4 
C | 21. XI. | Bei 15° im Licht... 2954.1 89.6 3043.7 
D | 26.XI. | Bei 15° im Dunkelraum 3001.1 104.3 3105.4 
E 10. XII. | Bei 15° im Licht . . . 1926.4 973.4 2899.8 
F 30.XII. | Bei 10° im Dunkel, 
Kolben m. CO, gefiillt 2699,0 233,7 2932,7 


Die einmal unléslich gewordenen Phosphatide gehen in keinem 
Falle mehr in die lésliche Form iiber, die Umwandlung der léslichen 
in die unlésliche Form ist also irreversibel. 


Zusammenfassung. 

Bei der Behandlung von Reinkulturen von Aspergillus oryzae 
mit Wasser bei einer 17° nicht iibersteigenden Temperatur (Dialyse) 
wurde eine fast klare Lésung erhalten, die nach dem Durchziehen 
durch ein Pukallfilter auf ihren Gehalt an Phosphatiden untersucht 
wurde. 

Es wurden erhalten: 

1. Fdllbar mit Bleiacetal in neutraler Lésung: Die Fallung gelbbraun, 
oxydabel, in feuchtem Zustand klebrig und kittartig. Unldslich in 
Wasser, Benzol, Ligroin, Aceton, Chloroform, Methylacetat, Tetra- 
chlorkohlenstoff, teilweise léslich in Alkohol und Ather. Die empirische 
Formel lautet C,,H,;N PO,,;.2 Pb; das Verhaltnis P: N = 1: 1,21 es 
ist also ein Monoamino-monophosphatid. 

Als Spaltungsprodukte wurden gefunden: 

Olstiure, Palmitinsdéure, Betain, Glycerin, Phosphorsdure, Glucose. 

Erwirmt man diese Fallung mit Alkohol auf 60°, so erhalt man 
eine Lésung, in der durch Benzol eine in Alkohol und Ather lésliche, 
gelbe wachsartige Masse von der Zusammensetzung C,,H,g.N PO, 
gefalit wird. Spaltungsprodukte sind: Betain, Palmitinsdure ( ’), 
Olstiure, Phoxsphorsture, Glycerin, Glucose. Verhiltnis P: N = 1: 1. 

Friihere Autoren, welche ihre Phosphatide aus frischen oder getrock- 
neten Pilanzenteilen durch Extraktion mit siedendem Alkohol gewannen, 
hatten also immer nur ein dem obigen entsprechendes, gegen das native 


~ 


1) Zur Vermeidung von Infektionen wurden die Lésungen in sterilisierte 
Erlenmeyerkolben mit sterilisierten Wattepfropfen gebracht. Bei E und F, 
die besonders lange aufbewahrt wurden, setzten wir iiberdies je 2 ccm frisch 
destillierten Ather zu. In einem Vorversuch war festgestellt worden, da® 
diese Menge Ather das Phosphatid selbst in keiner Weise verindert. 
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Produkt verdndertes Abbawprodukt einer Alkoholyse in Hénden, in 
welchem namentlich die Kohlenhydratgruppe Verdnderungen erlitten hat. 

2. Fdllung mit Bleiacetat in ammoniakalischer Lésung: Macht man 
das Dialysat nach Entfernung der ersten Bleifallung schwach ammo- 
niakalisch, so erhalt man ein weiteres, durch Blei fallbares Phosphatid. 
Die Fallung ist gelbgrau, von blatterig-kérnigem Gefiige, wenig oxy- 
dabel in allen organischen Solventien, ebénso in Wasser, unldéslich, 
léslich unter Zersetzung in alkalischem Wasser. Empirische Zusammen- 
setzung C,,H,,.N,PO,.5 Pb, das Verhiltnis P:N = 1:2,01, es ist 
also ein Diamino-monophosphatid. 

Spaltungsprodukte sind: Cholin, Betain, Palmitinstiure, Phosphor- 
sdiure, Glycerin. 

3. Bei der Suche nach anderen Fallungsmitteln wurde Cadmium- 
chlorid und Uranylacetat als geeignet gefunden, das Fallungsprodukt 
mit ersterem Salz analysiert. 

Die Fallung mit CdCl, in neutraler Lésung stimmt im Aussehen 
und den iibrigen Eigenschaften mit der entsprechenden Bleifallung 
iiberein. 


Empirische Zusammensetzung ©,,H,,NPO,,.2CdCl,, das Ver- 
hiltnis P: N = 1: 0,98 (Monoamino-monophosphatid). 
Spaltungsprodukte: Betain, Olsiiure, Palmitinsdure, Phosphor- 


sdure, Glycerin, Glucose. 

Man darf wohl annehmen, daB die Cd-Fallung von der Pb-Fallung 
trotz der vorhandenen Differenz um 20 und 4H sich elementar- 
analytisch nicht unterscheidet. Die Griinde fiir diese Annahme liegen 
in dem Umstand, da8 der O-Gehalt nur aus der Differenz errechnet 
wurde, so daB sich hier die gesamten Analysenfehler ausdriicken miissen, 
und da® ferner statt des Elementes Pb in der Pb-Fillung hier das 
gesamte CdCl, eintritt, was wohl auch die Differenz im H-Gehalt zu 
erklaren imstande ist. 

4. Im Filtrat der Bleifillung wurde durch Alkohol eine Phos- 
phatidfallung erhalten, die durch den Gehalt an Mineralstoffen aus- 
gezeichnet ist, aber auch nach mehrmaligem Lésen und Wiederausfallen 
keine wesentlich verschiedenen Analysenzahlen lieferte. Die Fallung 
war schneeweiB, nicht oxydabel, unléslich in organischen Solventien, 
léslich in Wasser. 

Spaltungsprodukte: Cholin, eine feste Fettsdure, Bernsteinsdure, 
Phosphorsdure, Glucose. 

Die Asche besteht aus Ca, Mg, Na, K, deren quantitative Ver- 
haltnisse festgestellt wurden. P:N = 1: 0,96, also ein Monoamino- 
monophosphatid. Die elementare Zusammensetzung kann nicht mit 
Sicherheit angegeben werden. Auf ihre Berechnung wurde verzichtet. 
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a) 


5. Filtrat nach der Fdllung mit Alkohol (Restfraktion): Es ist 
unsicher, ob es sich hier um ein reines Phosphatid handelt oder um 
ein durch Spaltungsprodukte anderer verunreinigtes oder nur um 
solche Spaltungsprodukte. Da® ein besonderes Phosphatid in dieser 
Fraktion vorhanden ist, wird durch die Auffindung einer anderen 
Base (Adenin) und das Vorkommen andersartiger Fettsaéuren (aus 
der Linolsiurereihe) wahrscheinlich. Die Restfraktion ist eine rot- 
braune klare Lésung. Ein Fallungsmittel konnte nicht gefunden werden. 
P:N = 1:56. 

Spaltungsprodukte: Cholin, Adenin, Olstiure, Linolstiure, Palmitin- 
sdiure, Phosphorsdure, Glycerin, Glucose. Asche besteht aus Ca, Mg, K. 

6. Bei den Versuchen einer Isolierung der Phosphatide aus ihren 
Metallverbindungen [durch H,S aus der Pb-Verbindung und durch 
(NH,),CO, aus der Cd-Verbindung] wurden keine unzersetzten 
(nativen) Priparate erhalten. Im Falle der Zerlegung durch H,S 
wurde ein Derivat erhalten, in dessen Molekil der 8S eingetreten war 
bei der Zerlegung der Cd-Verbindung ergab sich eine bedeutende 
Bindung von N (Anreicherung an N) in der freien Substanz gegeniiber 
der Cd-Verbindung, wahrscheinlich durch Anlagerung von NH, 
Radikalen an ungesattigte Fettsaureradikale. 

7. Es konnte nachgewiesen werden, daB es sich bei den aus Pflanzen- 
zellen bei Dialyse gegen Wasser austretenden Phosphatiden verschie- 
dener Léslichkeit dem Wasser gegeniiber wahrscheinlich nicht um 
chemisch verschiedene Substanzen, sondern um irreversible Zustands- 
anderungen derselben oder einander sehr nahestehender Phosphatid- 
komplexe handelt. Der Ubergang dieser Formen ineinander konnte 
als Funktion der Zeitdauer des Versuchs, des Einflusses von Licht 
und Dunkel quantitativ verfolgt werden; es zeigte sich, daB diese Er- 
scheinung des kolloiden Alterns sogar noch im Dunkeln und unter 
AusschluB von Sauerstoff stattfindet. 
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Zellatmung. 


IV. Mitteilung: 
Cher den Oxydationsmechanismus yr Kartoffeln. 


Von 
A. v. Szent-Gyérgyi. 
(Aus dem physiologischen Laboratorium der Reichsuniversitat zu Groningen. ) 


(Eingegangen am 15. Juli 1925.) 


In den vorhergehenden Mitteilungen') wurde die Theorie ent- 
wickelt, daB im héheren tierischen Organismus der aktivierte Wasser- 
stoff durch den aktivierten Sauerstoff verbrannt wird, daB aber hierbei 
der Sauerstoff nicht in diffuser Weise zu einem gewissen erhéhten 
Oxydationspotential erhoben wird, durch das nun der aktive Wasser- 
stoff unmittelbar wegoxydiert wird, sondern daB die Sauerstoffakti- 
vierung die Funktion eines Ferments sei, deren Wirksamkeit in relativ 
scharfer Weise gegen bestimmte Substanzen gerichtet ist, die durch 
das Ferment nur ganz oberflachlich unter Verlust von Wasserstoff- 
atomen oxydiert und die dann durch den aktiven Wasserstoff 
wieder zur Ausgangssubstanz reduziert werden. Es wurde gezeigt, dab 
eine dieser Substanzen, die im Wesen also Wasserstofftransporteure 
darstellen, ein aromatischer Kérper sein muB6?*). 

Die definitive Stiitze dieser Theorie scheint mir in der Isolierung 
und Identifizierung dieser intgrmediaren Wasserstofftransporteure zu 
liegen, die dann auch die Méglichkeit eréffnet, die chemischen Ver- 


1) Mitteilung I diese Zeitschr. 150, 195, 1924; Mitteilung IT ebendaselbst 
157, 50, 1925; Mitteilung III ebendaselbst 157, 67, 1925. 

2) Auf Grund mancher Erfahrungen scheint es auch nicht unwahr- 
scheinlich, daB das Succinoxydon von Battelli und Stern, d.h. das Ferment, 
das Bernsteinsiure zu Fumarsiiure oxydiert, ebenfalls die Oxydase 
eines derartigen Oxydationssystems darstellt, in der ein bernsteinséure- 
ahnlicher Kérper als Wasserstofftransporteur fungiert, der unter Abgabe 
und Aufnahme von zwei Wasserstoffatomen abwechselnd in seine unge- 
siittigte (Fumarsiiure) bzw. gesiittigte Form iibergeht. 
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anderungen festzustellen, die das Molekiil des Transporteurs unter 
Einwirkung der Oxydations- bzw. Reduktionsfermente erleidet. Meine 
mit Eifer durch langere Zeit vorgenommenen diesbeziiglichen Versuche 
scheiterten aber an der groBen technischen Schwierigkeit, die das 
tierische Material in diesem Gebiet dem Forscher bietet. Die hier 
bestehenden starken Reduktionswirkungen sind namentlich in hohem 
Mae geeignet, die Wirkung der relativ so empfindlichen Oxydasen zu 
verdecken, die nicht in befriedigender Weise frei von Wasserstoff- 
aktivierungsfermenten, Brennstoffen und sonstigen stérenden Bei- 
mengungen prapariert werden konnte. 

Ergab aber die Arbeit an diesem Material auch nicht die erwiinschten 
Resultate, so fiihrte sie goch zu manchen fir die weitere Arbeit wert- 
vollen Einzelbeobachtungen. Einen sehr tiefen Eindruck hierbei machte 
dann auch die weitgehende Analogie zwischen den Oxydationsprozessen 
der Pflanze und Tiere, die uns an so vielen Punkten in so markanter 
Weise entgegentrat, und dann auch den Gedanken einfléBte, vor dem 
weiteren Angriff des so verwickelten tierischen Materials zuniichst 
einige Erfahrungen am pflanzlichen Material zu sammeln, das bei der 
Analyse dem tierischen Material gegentiber sehr weitgehende technische 
Vorteile bietet. Im folgenden seien einige dieser Erfahrungen wieder- 
gegeben. 

1. Die Guajakreaktion. 

Wird eine frische Schnittflache einer Kartoffel mit Guajaktinktur 
benetzt, so sieht man als Zeichen der Oxydation des Harzes die be- 
kannte prachtvolle griine Farbe auftreten. Diese Reaktion bildet seit 
mehr als 100 Jahren den Gegenstand zahlreicher Untersuchungen, die 
zum Ziele haben, eine tiefere Einsicht in den Oxydationsmechanismus 
der Pflanzen zu gewinnen!’). 

Durch die Arbeiten von J. Woljf?), Wolff und N. Rouchelmann®), 
M. W.Onslow*) und M. E. Robinson®) ist in den letzten Jahren in die 
Auffassung dieser Reaktion ein wesentlicher Umschwung gekommer. 
Durch die Arbeiten ist es namentlich deutlich geworden, daB bei dem 
Zustandekommen dieser Reaktion neben den Oxydationsfermenten Brenz- 
catechinderivate eine wesentliche Rolle spielen. Die Arbeiten von Wolff 


und seiner Mitarbeiterin beziehen sich eigentlich nicht auf die Guajak- 
reaktion, sondern beschiiftigen sich mit der analogen Jod-Starkereaktion. 


1) Uber die Geschichte dieser Reaktion lese man die so lesenswerte 
schéne Monographie von J. H. Kastle: The Oxidases. Treas. Dep. Pub. 
Health and Mar.-Hosp. Service U. 8. Hygien. Lab. Bull. 59. 

2) J. Wolff, Ann. Inst. Past. 31, 92, 1917. 

8) J. Wolff und N. Rouchelmann, ebendaselbst 31, 96, 1917. 

*) M. W. Onslow, Biochem. Journ. 18, 1, 1919; 14, 535, 1920; 14, 541, 
1920: 15, 107, 1921; 15, 113, 1921. 

5) M. E. Robinson, ebendaselbst 18, 543, 1924. 
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Sie erbringen den Beweis, daB die pflanzlichen Gewebe den Jodwasserstoff 
nurin Gegenwart von Brenzcatechinderivaten zu Jod zu oxydieren vermégen, 
und zeigen zugleich, daB bei dieser Reaktion die natiirlichen Brenzcatechin 
derivate durch kiinstlich zugesetztes Brenzcatechin ersetzt werden kénnen. 
Die ausgedehnten schénen Arbeiten Onslows erbringen denselben Beweis 
dann auch fiir die Guajakreaktion. 

Die experimentelle Grundlage obiger Arbeiten gibt aber keine weitere 
Aufklarung iiber den Mechanismus der Reaktion, die dann auch von Wolff 
und Onslow in verschiedener Weise gedeutet wird. Wolff nimmt an, daB8 
durch das Oxydationsferment das Brenzcatechin zum Chinon oxydiert 
wird, das dann unmittelbar den Jodwasserstoff oxydiert. Onslow hingegen 
sieht durch ihre Versuche den folgenden Reaktionsmechanismus bewiesen : 
bei der Reaktion sind zwei verschiedene Fermente im Spiele. Das erste 
bewirkt die Oxydation des Brenzcatechins zu einem Peroxyd (Oxygenase), 
das dann, mit einem zweiten Ferment, einer Peroxydase, in Reaktion tretend, 
das Guajak oxydiert. Mit dieser Auffassung wird eigentlich nur der ilteren 
Bach-Chodatschen Theorie eine neue Form gegeben. Nach diesen Theorien 
ist es also eine Peroxydase, die die eigentliche Oxydation ausiibt und der 
der wesentliche Anteil bei den Verbrennungen zukommt. Die Oxygenase 
hat eben nur fiir dieses Ferment das Peroxyd vorzubereiten. 

Um dieser prinzipiell so bedeutenden Frage naher zu treten, habe 
ich zunachst mit dem Kartoffelmaterial die Wolffschen und Onslowschen 
Versuche wiederholt und kann beide vollauf bestatigen. Werden die 
Fermente von Brenzcatechinen frei prapariert, so vermégen sie nicht 
das Gaujakharz anzugreifen. Wird hingegen Brenzcatechin zugesetzt, 
so sieht man bald die blaue Farbe erscheinen, die dann allmiahlich 
zu einer tiefblauen Farbe anwiichst. Zweifelsohne ist der primire 
Vorgang in diesem ProzeB die Oxydation des Brenzcatechins durch 
das Ferment. Was mir aber durch die Onslowschen Versuche noch 
ganz unbewiesen erschien, war, da} dieses Oxyd des Catechins tat- 
sichlich ein Peroxyd sei, das unter Mitwirkung von besonderen Fer- 
menten, der Peroxydasen ihre Oxydationskraft entfaltet. Um diese 
Frage zu entscheiden, wurde folgendermaBen vorgegangen: Das Brenz- 
catechin wurde mit dem Ferment 10 Minuten lang ohne Guajak be- 
briitet, dann wurde das Ferment prazipitiert, wobei das Oxyd des 
Catechins in Lésung blieb. Nun wurde dieses fermentfreie Oxyd mit 
Guajak versetzt. Sogleich zeigte sich eine blaue Farbe, die sehr rasch 
dunkelte und die im Laufe 1 Minute dieselbe Farbentiefe erreichte als 
die Kontrollproben, in denen Guajak mit Ferment und Brenzcatechin 
10 Minuten lang bebriitet wurde. 

Dieser Versuch besagt in unzweideutiger Weise, daB an der Blauung 
des Guajaks keine Fermente beteiligt sind. Die gesamte Reaktion 
besteht also aus zwei Phasen, aus der Oxydation des Brenzcatechins 
durch eine Oxydase und dann der unmittelbaren Oxydation des Guajaks 
durch dieses Oxyd des Brenzcatechins. Eine Peroxydase ist also nicht 
im Spiele; das einzige Ferment, das sich an der Reaktion beteiligt, ist 
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die Oxydase, die das Brenzcatechin unter Einwirkung des Luftsauer- 
stoffs zu seinem Oxyd oxydiert. 

Was die Form dieses Oxydes anbelangt, so miissen wir auf Grund der 
Arbeit von Willstdtter und Miiller') in erster Linie an ein Chinon denken, 
und zwar an die Diketoform des Chinons, da die Peroxydform wegen ihrer 
Labilitét kaum in Betracht kommen kann*). Es fragte sich nun, ob die 
Oxydationskraft dieses Chinons in der Tat geniigend stark sei, um diese 
starke oxydative Wirkung zu erkléiren. Der Versuch ergab, das die Oxy- 
dationskraft des nach Wéillstdtter und Miiller praiparierten Chinons Guajak 
gegeniiber tatsichlich mit der Oxydationskraft des durch Kartoffeloxydase 
gewonnenen Chinons iibereinstimmt. 


Die Guajakreaktion laBt sich also folgendermaBen formulieren : 
die Phenoloxydase oxydiert das Brenzcatechin zum Diketo-Chinon, 
das ohne Mitwirken eines Fermentes das Guajak unmittelbar oxydiert. 
Peroxydasern haben keinen Anteil an der Reaktion*). 


1) Willstdtier und Miiller, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 41, 2580, 1908. 


2) \ 
\—O —O 
| 
O -—O 
Diketo-Chinon Peroxyd-Chinon 


3) Ich kann hier die Bemerkung nicht unterdriicken, daB, trotz der 
ausgebreiteten Peroxydaseliteratur mir das Bestehen von Peroxydasen 
ganz unbewiesen, ja sogar in hohem MaBe zweifelhaft erscheint. Alle 
Oxydasen, die verschiedene Substanzen durch den Sauerstoff der Luft 
oxydieren, miissen in ihrem Molekiil Atomgruppierungen haben, die zum 
Binden und Ubertragen des molekularen Sauerstoffes geeignet sind. DaB 
derartige Atomgruppen, so wie z. B. im Hamoglobin, auch denihnen von Per- 
oxyden kiinstlich aufgezwungenen aktiveren Sauerstoff ebenfalls iibertragen 
kénnen, kann kein Wunder nehmen und ist kein Beweis fiir eine biologische 
Peroxydasefunktion, ebensowenig, wie man vom Hiimoglobin sagen wird, 
daB es eine Peroxydase sei, weil es auch den Sauerstoff von kiinstlich 
zugesetzten Peroxyden zu iibertragen vermag. LEine weitere fliichtige 
Analogisierung der Oxydasen mit dem Hiamoglobin ist meiner Ansicht 
nach ausreichend, um das weitere Tatsachenmateriai, das das Bestehen der 
Peroxyde stiitzt, zu erkliren. Nimmt man an, daB bei der Oxydase, ebenso 
wie beim Hiamoglobin durch verschiedene schidliche Faktoren zuerst die 
Fahigkeit verloren geht, molekularen Sauerstoff zu iibertragen, wahrend 
dessen die Fahigkeit, den Sauerstoff der Peroxyde zu iibertragen, noch lange 
erhalten bleiben kann, so wird man in einfacher Weise auch ohne Annahme 
von Peroxydasen begreifen, daB es gelingt, nach langer Behandlung mit 
Alkohol (Bach und Chodat, Linossier, Aso) oder héherer Temperaturen 
,oxydasefreie Peroxydasen“ zu erhalten. DaB zahlreiche Pflanzen Guajak 
oder Jodstairke nur nach Zugabe von Peroxyd, nicht aber ohne dieses 
blauen kénnen (nach der alten Auffassung also nur Peroxydasen und keine 
Oxydase enthalten) 148t sich nun auf Grund der Arbeiten von Wolff und 
Onslow auch ohne Peroxydase ungezwungen erkliren. Ob das Gewebe 
die genannten Reagenzien farbt, ist woh] in erster Reihe nur von der Frage 
abhangig, ob die Pflanze neben der Oxydase auch ein Brenzcatechin enthalt. 
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Das Fermentprdparat wurde fiir diese Versuche, anlehnend an 
Onslow, folgendermaBen hergestellt : 


Junge Kartoffeln wurden gewaschen, dann an einem mit einem Messer 
montierten Schabebrett.das im Haushalt gebraucht wird, in diinne Scheiben 
zerschnitten. Das Messer des Brettes wurde so gestellt, daB die Scheiben 
sehr diinn waren. Nur die fermentreicheren peripheren Teile der Kartoffeln 
wurden verarbeitet. Die zentrale Masse, die ungefihr die Halfte bis zwei 
Drittel des Gewichtes der Kartoffel ausmachte, wurde verworfen. Die 
derart hergestellten Scheiben fielen vom Brette unmittelbar in einen groBen 
alkoholhaltigen Becher, der einen Liter 96 Proz. Alkohol enthielt. Nach- 
dem so 330g Kartoffeln im Becher gesammelt wurden, wurde etwa eine 
halbe Stunde lang mit einem dicken, scharf abgeschnittenen Glasstabe 
geriihrt und gestampft. Dann wurde die Masse an einer groBen Biichner- 
kerze filtriert, der Rest tiichtig ausgepreBt, nochmals in einem Becher 
mit 500 ccm Alkohol etwa ein halbe Stunde lang in obiger Weise 
tehandelt, dann durch ein Tuch filtriert, ausgepreBt und der Rest 
an der Buchnerpresse mit 300 Atm. Druck ausgepreBt. Der praktisch 
trockene Rest wurde in einer Miihle zu einem feinen Pulver zermahlen. 
Das derart gewonnene Pulver wird als Fermentpriparat gebraucht. 
Das Priparat ist zum Arbeiten sehr angenehm, und es laBt sich lingere 
Zeit im Vakuumexsikkator mit unverinderter Wirksamkeit bewahren. 
Es wurde von diesem Fermentpriiparat zu einem jeden Versuch ein kleines 
Spatelchen voll (+ 30mg) genommen und in Wasser oder 0,2 mol. Phos- 
phatlésung von der entsprechenden py suspendiert (K H,PO, und Na, HPO, 
bzw. Mischungen beider). Dieser Suspension wurde dann, wo nétig, stets 
ein Tropfen einer | proz. frischen Guajaktinktur zugesetzt, und zwar wurde 
die Tinktur stets nach dem Ferment zugesetzt, da ohne Ferment das Guajak 
zum gréBten Teile rasch ausflockt. Die Versuche wurden alle in kleinen, 
6 cem fassenden Becherchen ausgefiihrt. 


Wird nun in dieser Weise das Ferment (30 mg) in 1 ccm Wasser 
suspendiert, dann 1 Tropfen Guajaktinktur zugesetzt und dann 


Arbeitet die Pflanze an Stelle des Systems Oxydase—Brenzcatechin mit 
Oxydase —Hydrochinon, so wird man natiirlich eine Blauung des Guajaks 
nur nach Zugabe von Peroxyd beobachten kénnen. Nehmen wir zuletzt an, 
daB die Oxydasen, ebenso wie das Himoglobin, aus einem leicht spalt- 
baren hochmolekularen, kolloidalen und einem niedrigmolekularen, diffu- 
siblen, mehr lipoidléslichen Teil bestehen (Globin und Hiimatin), von welchen 
letzterer den Sauerstoffakzeptor tragt, der aber an und fiir sich, so wie das 
Hiamatin nur noch Peroxyd-Sauerstoff, nicht aber mehr molekularen 
Sauerstoff iibertragen kann, so wird man auch die Trennbarkeit von Oxydase 
und Peroxydase durch Alkohol (Aso), Ultrafiltration (Bach) und die 
Diffusibilitat der Peroxydasen (Bach und Chodat), sowie die Aktivierung 
der Oxydasen durch ,,Peroxydase* (Bach und Chodat) ungezwungen erklaren 
kénnen. Ich meine hiermit natiirlich nicht, das Nichtbestehen von Per 
oxydasen beweisen zu kénnen. Ich méchte nur darauf hinweisen, daB sich 
das Tatsachenmaterial, das das Bestehen der Peroxydasen stiitzt, sich auch 
ungezwungen ohne die Annahme besonderer Fermente in viel einfacherer 
Weise erklaren J48t und somit die ganze Frage aus diesem Standpunkte 
einer Revision bedarf. 
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im Thermostaten bei 37° bebriitet, so zeigt sich nach 10 Minuten nur 
eine sehr geringe blaue Verfarbung. Wird hingegen noch 1 Tropfen einer 
verdiinnten Brenzcatechinlésung zugesetzt, so zeigt sich bald eine 
tiefe blaue Farbe. Es lag im allgemeinen Interesse, erst die optimalen 
Bedingungen dieser Reaktion aufzusuchen. 

Die Konzentration des Brenzcatechins sowie die Wasserstoffionen- 
konzentration haben einen sehr starken EinfluB auf denGang der Reaktion. 
Der EinfluB der Konzentration des Brenzeatechins sei durch folgenden 
Versuch illustriert: Es wird eine Reihe von Becherchen mit je 1 cem 
einer wasserigen Brenzcatechinlésung versetzt. Im ersten Becher ist die 
Konzentration des Phenols 5 Proz., im folgenden 2,5 Proz., im dritten 
wieder halb so stark usw. Dann wird in jedes Becherchen ein 
Spatelchen Ferment und dann ein Tropfen Guajaklésung getan und 
die ganze Reihe 10 Minuten lang bei 37° bebriitet. Das Resultat ist 
in folgender Reihe dargestellt, wobei die Kreuze die relative Intensitat 
der blauen Farbe angeben: 0, 0, 0, 0, 0, +, +, +, +, ++, ++4-, 
++, ++,+,+,+,+,0. Der Versuch ergibt also, daB die Reaktion 
eine optimale Konzentralion hat, die ungefahr bei 0,006 Proz. liegt. 
Bei 0,0001 Proz., also in einer Konzentration von 1: 1000000, ist die 
Reaktion noch positiv. Ebenso auffallend ist aber auch die starke 
Reaktionshemmung bei héheren Konzentrationen. Diese kommt nicht 
durch die Hemmung der Fermentfunktion zustande, da die tiefbraune 
Farbe der Fliissigkeiten die weitgehende Oxydation des Catechins 
beweist. Es sei vorausgreifend bereits hier festgestellt, daB die 
Hemmung der Oxydation durch die Hemmung der zweiten Reaktion, 
der Oxydation des Guajaks durch das Chinon zustande kommt, 
da aller Wahrscheinlichkeit nach das entstandene Chinon mit dem 
UberschuB des Catechins unter Bildung minder aktiver Verbindungen 
reagiert. 

Ebenso stark ist der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration. 
In sekundaérem Natriumphosphat kommt die Reaktion gar nicht zu 
stande. In einer Phosphatmischung von p, 7,4 kommt sie relativ 
rasch zustande, hat aber eine starke Neigung, bald zu verblassen. 
Minder rasch kommt und verblaBt die Reaktion bei pg 7. In primérem 
Phosphat kommt sie relativ langsam zustande, ist aber dann auch 
relativ stabil, so daB die Reaktion nach 10 Minuten langer Bebriitung 
in der Regel in primaérem Phosphat deutlich starker ist als bei py 7 
(oder in ungepuffertem Wasser). Wahrscheinlich kommt die Reaktion 
zwischen Chinon und dem unveranderten Brenzcatechin mit steigeadem 
Py stets leichter zustande. Bei 10 Minuten langer Bebriitung scheint 
das Reaktionsoptimum fiir die Guajakreaktion etwa bei pg 6,4 zu 
liegen, die Reaktion, die dem wiederholt gemessenen normalen py der 
Kartoffelzellsafte entspricht. 
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Es wurde nun folgende Versuchsreihe wiederholt ausgefiihrt : 


a) 1 cem primares Phosphat wird mit 1 Tropfen 0,1] proz. Brenz- 
catechinlésung, 30mg Ferment und | Tropfen | proz. Guajaktinktur 
versetzt und 10 Minuten lang bebriitet. Blaue Farbe 

b) leem primares Phosphat wird mit derselben Menge Ferment 
und Brenzcatechin aber ohne Guajak 10 Minuten lang bebriitet. Dann 
werden 4ccm Methylalkohol zugesetzt (das Ferment prazipitiert), an 
einer kleinen Biichnerkerze mit gehartetem Filterpapier filtriert, das 
Filtrat beim Vakuum der Wasserstrahlpumpe in dem a.a. QO. be- 
schriebenen') Kélbchen unter sehr gelindem Erwiarmen auf 1 ccm 
eingedampft. Trotz der Erwarmung bleibt hierbei die Flissigkeit unter 
Zimmertemperatur. Die alkohol- und fermentfreie Fliissigkeit wird 
nun in ein Becherchen gegossen und mit 1 Tropfen Guajak versetzt. 
Sogleich zeigt sich eine Blaufarbung, die in einer Minute ihr Maximum 
erreicht, das der Farbentiefe des obigen Versuchs a) entspricht. 

c) Derselbe Versuch wird wiederholt mit dem Unterschied, daB 
der Tropfen Brenzcatechin erst nach der Bebriitung, nach der Zugabe 
von Alkohol zugesetzt wurde. Weiter wird vorgegangen wie oben. 
Die Fliissigkeit zeigt weder direkt, noch nach 10 Minuten langer Be- 
briitung eine blaue Farbe. Dieser Kontrollversuch zeigt, daB das 
Ferment tatsichlich quantitativ prazipitiert wurde, und da das 


oxydierende Produkt aus dem Catechin nur unter Einwirkung des 
Ferments entsteht. 


AnschlieBend an diese Versuche wurde festgestellt, daB die 
alkoholische Chinonlésung beim Stehen bald inaktiv wird. Auch beim 
Erwirmen der wisserigen Lésung wird das Chinon bald inaktiv. 
10 Minuten langes Bebriiten bei 37° wird vom Chinon noch gut er- 
tragen. Wird aber vor der Bebriitung itiberschiissiges Brenzcatechin 
der wisserigen Chinonlésung zugesetzt, so verliert sie bald ihre Wirk- 
samkeit. 

Es fragte sich nun, ob sich in diesen Versuchen tatsachlich ein Di- 
ketochinon fiir die Oxydation des Guajaks verantwortlich machen lieB, 
da doch in allen diesen Versuchen nicht mehr als 0,005 Proz. Brenz- 
catechin verwendet wurden. Um zuentscheiden, ob mit ciner so geringen 
Menge des Chinons eine so tiefe Firbung des Guajaks bewirkt werden 
konnte, wurde nach Willstdtter und Miiller?) das Diketochinon her- 
gestellt, in primirem Phosphat gelést und in verschiedenen Konzentra- 
tionen mit Guajak versetzt. Es zeigte sich hierbei, daB bei einer 
Konzentration von 0,005 Proz. sich noch ungefahr dieselbe tiefe Farbung 


1) 4. v. Szent-Gydrqgyi und Ty. Tominaga, diese Zeitschr. 146, 232, 1924. 
*) le. 
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des Guajaks erreichen lie8 wie im Kartoffeloxydaseversuch bei der- 
selben Brenzcatechinkonzentration. Ahnlich wie das durch Oxydase- 
wirkung erhaltene Chinon zeigte auch das nach Willstdtter und Miiller 
praparierte Chinon eine ziemlich groBe Labilitaét, und wurde in seiner 
Wirksamkeit durch iiberschiissiges Brenzcatechin stark gehemmt 

Es lag nun an der Hand, neben dem Brenzcatechin auch noch 
andere Phenole auf ihr Aktivierungsvermégen zu priifen. Auch Onslow 
bericlitet iber derartige Versuche, in denen er feststellt, daB im Gegen- 
satz zum Brenzcatechin Adrenalin und Tyrosin unwirksam waren. 
Ein positives Resultat konnten sie hingegen mit dem p-Kresol erhalten. 
Unsere Resultate, die mit diesen Onslowschen Angaben gut iiberein- 
stimmen, sind in folgender Tabelle zusammengestellt. Es sei bemerkt, 
daB zu diesen Versuchen ein Fermentpraparat zur Verwendung kam, 
das mit Alkohol nicht vollstandig extrahiert war, daher noch geringe 
Reste des natiirlichen Brenzcatechins enthielt und imstande war, auch 
ohne besondere Zugabe das Guajak in deutlicher Weise zu blauen. 





Lésungsmittel ...... 0,2 mol. KH, PO, 0,2 mol. — NPG, 32 
Konz. Phenol in Proz. . .« 0,25 | 0,06 | 0,015 | 0,004 | 0,001 0 25 | 0,06 |0,015 0,004 0,001) 0 
OO PO Settee tite) + tit) +) +] £) cI 
en” . << ss PEE tH et tei ttl t et) +e] te) +t) tit 
er + +i titl +t tle tote) 4 eit 
m-Kresol .... - ++) tit) ee eee el] cl] cl] cliz 
Tyrosin ....-. $title i+] 0) Oo) 0} O| tit 
Adrenalin ..... | 0 0;0;+/;+i+)/ 0/0) 0; +) +/t 
Dopa (3,4 Dioxy- 

phenylalanin) 0 ,;-0;0'|+\i+ i+) 0,0; 0!) 0} O}+ 
Hydrochinon .../| 0 |0/0/0/+/4+/)0/0!0/0, 0/+ 
eee | 0 0;0;0;0/+)] 0;0; 0]; 0} O};+ 
p-Amidophenol 0 0;0/0; 0 |+]/0/|0/ 0/ 0} O/+ 
p-Phenylendiamin . 0 |;0/;0/;0/ 0 J+] 0; 0] 0/] 0}; OFF 
m-Phenylendiamin , 0 0;0;0; 0 |+) 0/0; 0; 0} O;+ 
o-Phenylendiamin . 0 0;0;0/;0/+) 0; 0; 0; 0} +/+ 

Inkubationszeit 10 Minuten. — Gebraucht wurden auf | ccm Phenollésung 50 mg Ferment und 


1 Tropfen 1 proz. Guajaks. 


Wir wir aus der Tabelle ersehen, wurde mit Phenol und p-Kresol 
eine Aktivierung erhalten, die aber an Intensitét noch weit hinter 
dem Brenzcatechin zuriickbleibt. Viel minder, aber noch deutlich 
war die Reaktivierung beim m-Kresol, die dann beim o-Kresol ganz 
ausblieb ; in Ubereinstimmung mit der Tatsache, daB die Oxydierbarkeit 
der drei Kresole durch das Ferment in derselben Reihenfolge abnimmt. 

AuBer dem Brenzcatechin enthalt die Tabelle noch zwei Brenz- 
catechinderivate, die ebenso wie das unsubstituierte Catechin zwei 
freie OH-Gruppen in Orthostellung enthalten, also theoretisch ebenfalls 
zur Aktivierung geeignet sein miissen (Dopa und Adrenalin). Wie wir 
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sehen, ist dies aber nicht der Fall, so da wir die Konklusion ziehen 
kénnen, daB auger den OH-Gruppen auch die Substitwenten einen ent- 
scheidenden EinfluB auf das Reaktivierungsvermégen einer Verbindung 
ausiiben. Einen weiteren analogen Fall sehen wir auch im Phenol 
bzw. p-Kresol und Tyrosin (Onslow). 

Wie wir sehen, ist dem o-Dioxybenzol gegeniiber das p-Dioxy- 
benzol ganz inaktiv, trotzdem auch diese Verbindung, ebenso wie das 
Brenzcatechin, durch das Ferment wahrscheinlich zum Diketochinon 
oxydiert wird. Um den Grund dieses negativen Resultats festzustellen, 
wurde das Verhalten des p-Chinons (das von Kahlbaum bezogen wurde) 
dem Guajak gegeniiber untersucht. Es zeigte sich, daB dieses Chinon, 
im Gegensatz zum o-Chinon, in starkerer Verdiinnung das Guajak 
nicht zu blauen vermag. Das Oxydationspotential dieses Chinons 
scheint hierzu nicht auszureichen. Auf Grund dieser wie weiter oben 
besprochenen Beobachtungen kénnen wir also feststellen, daB eine 
Verbindung reaktivierend wirkt, wenn 1. sie von der Oxydase iiberhaupt 
angegriffen wird, 2. wenn ihr Oxyd bei dem betreffenden py, eine ge- 
niigend starke Oxydationskraft besitzt, um das Guajak zu oxydieren, 
3. wenn der UberschuB der Verbindung bei dem betreffenden pg mit 
dem primiaren Oxyd keine inaktiven Verbindungen eingeht, und 4. 
wenn natiirlich zwischen Guajak und Oxyd keine besonderen Reaktions- 
hemmungen bestehen. Unter diesen Gesichtspunkten l4Bt sich dann 
auch die aus der Tabelle hervorgehende interessante Beobachtung 
ohne weiteres erklaren, daB die meisten Verbindungen, die selbst keine 
Aktivierung des Ferments gaben, die natiirliche Blauung des Guajaks 
durch das Ferment stark hemmten. Dementsprechend wurde auch 
gefunden, daf z. B. schon sehr geringe Mengen Pyrogallol die Oxydations- 
kraft des o-Chinons (ebenso des synthetischen, wie des durch das Ferment 
dargestellten) dem Guajak gegeniiber augenblicklich aufheben. 

AnschlieBend an die obige Tabelle sei noch erwahnt, daB, auBer 
beim o- und m-Kresol, bei allen Versuchen die starke Verfarbung der 
Fliissigkeiten die Oxydation des betreffenden Phenols durch das 
Ferment andeutete. Auffallend stark und rapid war die Verfirbung 
beim Dopa.§ 


II. Das Oxydationssystem der Kartoffeln. Das Tyrin. 
Verschiedene Beohachtungen leiteten auf die Vermutung, dab 
neben dem Brenzcatechin noch eine andere, wahrscheinlich aromatische 
Substanz im Oxydationssystem der Kartoffeln eine bedeutende Rolle 
spielen muB. Um diese Substanz naher zu untersuchen, wurde versucht, 
sie in soweit wie méglich reinem Zustande von den anderen Extrakt- 
stoffen abzuscheiden. Zu diesem Ende wurde der alkoholische Extrakt 
von Kartoffeln mit Barium gefallt, wobei eine groBe Menge schleimiger 
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Substanzen abgetrennt wurde. Dann wurde das natiirliche Brenz- 
catechin, das bei der Guajakreaktion die so bedeutende Rolle spielt, 
als Bleiverbindung abgetrennt. Der Rest der gelést gebliebenen Stoffe, 
die weder eine unlésliche Barium- noch Bleiverbindung gaben, wurde 
in eine acetonlésliche und einer acetonunlésliche aber methylalkohol- 
lésliche Fraktion zersetzt. Letztere acetonunldésliche, aber in Methyl- 
alkohol glatt lésliche Fraktion enthalt den gesuchten Kérper. Im 
einzelnen war der Vorgang beim Praparieren der folgende: 


330g fein zerschnittener neuer Kartoffeln werden in der eingangs 
beschriebenen Weise in 1000 ccm Alkohol gebracht. Der Alkohol wird 
mit 3 Tropfen Eisessigsiure angesiuert und dann unter stetem Riihren 
aufgekocht. Dann wird der Becher in kaltes Wasser gestellt. Nach geniigen- 
der Abkiihlung wird an einer Biichnerkerze filtriert, der Rest tiichtig aus- 
gepreBt. Nun wird die fiir die Neutralisation von 3 Tropfen Essigsiure 
nétige Menge Ammoniak zugesetzt. Dann wird unter stetem Riihren in 
kleinen Portionen eine gesattigte Bariumacetatlésung zugesetzt, bis kein 
weiterer Niederschlag entsteht. Uberschu8 wird vermieden. Der voluminése 
flockige Niederschlag wird abzentrifugiert. Die klare Fliissigkeit wird nun 
mit Plumbum aceticum Bas. Sol. (der Pharmakopae) versetzt, bis kein 
Niederschlag mehr entsteht (kein UberschuB!). Die Reaktion der Fliissigkeit 
in diesem Stadium ist gegen Lackmus neutral oder schwach sauer. Das 
Prizipitat, das das natiirliche Brenzcatechin der Kartoffeln enthalt, wird 
scharf abzentrifugiert. 

Fraktion 1 (unlésliche Bleiverbindungen). Die Fliissigkeit wird vom 
Prazipitat méglichst vollstandig abgegossen und fiir die weitere Verarbeitung 
bewahrt. Das Priazipitat wird in etwa 300 ccm Wasser suspendiert, das mit 
Ameisensiure angesiuert wurde. Das Prizipitat wird méglichst vollstandig 
suspendiert. Es wird nun noch weiter Ameisensiure zugesetzt, bis die Fliissig- 
keit Kongorot bleibend bliut. Nach starkem Riihren und Durcharbeiten der 
Suspension mit einem mit Gummi montierten Glasstabe wird an einer 
Biichnerkerze filtriert. Das Filtrat wird nun mit etwas basischem Bleiacetat 
versetzt und mit Ammoniak neutralisiert. Das entstehende Prizipitat 
wird an der Biichnerkerze abgetrennt, mit Wasser gewaschen, in etwa 
100 cem, mit 1 Tropfen Essigsiiure angesiituertem Wasser suspendiert, mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt, filtriert, das Filtrat im Vakuum unter Durch- 
leitung von Luft aus einer sehr diinnen Kapillare bei niedriger Temperatur 
tiichtig ausgekocht, bis der Schwefelwasserstoff ganz entfernt ist. Die derart 
gewonnene klare Fliissigkeit, die das natiirliche Brenzcatechin der Kartoffeln 
enthalt, gibt mit Ferrichlorid eine tiefgriine Farbe, gibt mit Ferrosulfat, durch 
Natriumacetat schwach alkalisiert, die fiir Brenzcatechine charakteristische 
tiefviolette Farbe, die bei starkerer Alkalitét ins Bordeauxrot umschlagt. 
Die Fliissigkeit gibt eine positive Millonsche Reaktion. Die Fliissigkeit 
vermag das Ferment dem Guajak gegeniiber stark zu aktivieren. In neutraler 
oder alkalischer Liésung verliert die Fliissigkeit bald diese Aktivitat. 

Fraktion 2 (acetonléslich). Die klare alkoholische Fliissigkeit, die nach 
der ersten Prizipitierung mit Bleiacetat gewonnen wurde (s. weiter oben), 
wird tropfenweise mit Schwefelsiure versetzt, bis eine kleine entnommene 
Probe mit Schwefelsiure ounmehr nur ein geringes Prizipitat gibt. 
Das Priazipitat, das alles Barium und das meiste Blei enthalt, wird abge- 
sondert, die Fliissigkeit in vacuo bei ungefahrer Zimmertemperatur bis 
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auf etwa 300 cem abdestilliert. Der Rest (300 ccm) wird filtriert, dann mit 
Schwefelwasserstoff behandelt, filtriert, der Schwefelwasserstoff in obiger 
Weise entfernt, der Rest bei niedriger Temperatur in vacuo auf etwa 10 ccm 
eingeengt. 

Dann werden unter starkem Schiitteln in kleinen Portionen etwa 100 ccm 
Aceton eingegossen, nochmals tiichtig durchgeschiittelt, dann etwa eine 
halbe Stunde stehengelassen. Hierbei scheidet sich eine dicke, dlige Fliissig- 
keit ab. Das stets noch triibe Aceton wird so-vollstindig wie méglich in 
ein Zentrifugenrohr abgegossen, abgedreht, das Aceton vom Zentrifugat 
abgegossen. Der Rest im Destillierkolben wird nochmals mit etwa 50 ccm 
Aceton tiichtig durchgeschiittelt, das Aceton in das erst gebrauchte Zentri- 
fugenrohr gegossen, hier mit dem obigen Zentrifugat gut durchgeschiittelt 
und abgedreht. Das Aceton wird abgegossen. Die vereinigten aceton- 
haltigen Fliissigkeiten bilden die Fraktion 2. 

Diese Fraktion 2, die nicht weiter unser Interesse beschiaftigen wird, 
scheint neben Essigsiure und anderen Substanzen einen phenolartigen 
Kérper in gréBerer Menge zu enthalten. Sie reduziert das zugegebene 
Ferrichlorid, gibt positive Millonsche Reaktion und zeigt, mit Lauge 
erwirmt, eine braune Farbe. 

Fraktion 3 (acetonunléslich). Das Zentrifugenrohr und der Destillier- 
kolben enthalten nun eine dicke, halbfeste Substanz. Der Kolben wird 
nun mit etwa 20ccm Methylalkohol ausgespiilt, in dem sich der Rest 
vollkommen list. Der Methylalkohol wird in das Zentrifugenrohr gegossen, 
in dem sich die Substanz ebenfalls list. Nun wird der Kolben nochmals mit 
Methylalkohol ausgespiilt, der Alkohol in das Zentrifugenrohr gegossen 
und hier die Fliissigkeit mit Methylalkohol noch auf etwa 100 ccm auf- 
gefiillt. Der hierbei etwa entstehende Niederschlag wird abzentrifugiert 
und die klare methylalkoholische Lésung in vacuo bei niedriger Temperatur 
abdestilliert. Es bleibt hierbei eine dicke, dlige, klare und farblose Substanz 
zuriick, die nun zum Zwecke der weiteren Versuche in 30 ccm Wasser 
gelést wird. 

Wird diese Lésung (also die acetonunlésliche, methylalkohol- 
lésliche Fraktion) nun mit Natriumacetat schwach alkalisiert und etwa 
1/, Vol. gesattigte Chinonlésung zugegeben und in ein Wasserbad von 50° 
gesetzt, so erscheint sogleich eine tiefe, schéne, bordeauxrote Farbe, 
die an Intensitaét wahrend der ersten 2 Minuten stets deutlich zunimmt. 
Ebenso schén erscheint die Farbe, wenn man die Fliissigkeit mit 
sekundiérem Natriumphosphat alkalisiert und dann mit etwas p-Chinon 
stehen laBt. Die Vliissigkeit enthalt also eine Substanz, die durch Chinon 
behandelt eine prachtvolle tiefe Farbe gibt. die dann aber beim langeren 
Stehen in eine schmutzig-braune tibergeht, und die wir, wegen mancher 
Ahnlichkeit mit dem Tyrosin, im folgenden T'yrin nennen werden. Die 
tiefe Farbe deutet auf einen aromatischen Charakter, waihrenddessen 
die analoge Reaktion von Adrenalin und Tyrosin darauf hindeutet, 
daB der Farbwechsel auf einer Oxydation der betreffenden Substanz 
durch das Chinon beruht. Diese Annahme wird durch die Beobachtung 
gestiitzt, daB die Fliissigkeit, wenn man ihr ohne Chinonzusatz etwas 
Ferrichlorid und Kaliumferricyanid zusetzt, sich nicht blau farbt, als 
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Zeichen dessen, daB das Tyrin die zugesetzten Eisensalze nicht 
zu reduzieren vermag. Ebensowenig reduziert das Chinon. Wird jedoch 
das Tyrin in obiger Weise mit Chinon behandelt und dann mit den 
Eisensalzen versetzt, so erhalt man sogleich einen dicken Niederschlag 
von Berlinerblau, da das Chinon bei seiner oxydativen Funktion selbst 
in Hydrochinon tibergeht, das die Eisensalze glatt reduziert. 

Fiir diese Auffassung der Reaktion spricht auch der Umstand, 
daB die rote Farbe durch Natriumhydrosulfid in reversibler Weise 
augenblicklich zum Verschwinden gebracht, die Verbindung also in 
ihre Leukoform zuriickgefiihrt werden kann. 

Das Tyrin, das mit dem Chinon in seiner oxydierten Form die 
prachtvolle purpurne Reaktion gibt, 148t sich weder durch alkalische, 
noch saure Fallungsmittel niederschlagen (basisches Bleiacetat, Baryt, 
Cu(OH),, Sublimat, Phosphorwolframsaure, Wolframséure, Pikrin- 
siure), ist in Wasser und Methylalkohol extrem léslich, lést sich etwas 
minder gut in Athylalkohol, reduziert, wie gesagt, kein Eisensalz und 
gibt eine negative Millonsche Reaktion, was zugleich ausschlieBt, daB 
wir es hier mit Tyrosin zu tun haben. Beim Eindampfen hinterlaBt (auch 
mit HCl angesiéuert) die Lésung eine farblose, harzartige Substanz. 
Meine Versuche, sie zu kristallisieren, sind bis jetzt fehlgeschlagen. 

Zum Auftreten der Farbenreaktion ist neben dem Chinon eine 
Reihe anderer anorganischer Oxydationsmittel versucht worden 
(Wasserstoffperoxyd, Kaliumchlorat, Ferrichlorid, Kaliumferricyanid, 
Kalibichromat, Kaliumhypochlorit), es wurde aber mit keinem ein 
positives Resultat erhalten. Nach meiner Erfahrung spricht dies auch 
einigermaBen fiir einen aromatischen Charakter. Tyrosin zeigt in dieser 
Beziehung mit unserer Substanz eine Ahnlichkeit. 

Das Tyrin scheint in der Pflanzen- und Tierwelt weitgehend ver- 
breitet zu sein. Eine Substanz mit den gleichen Eigenschaften kann 
auch aus den Saugetiergeweben in relativ groBer Menge prapariert 
werden. Sie wurde in prinzipiell analoger Weise bis jetzt aus Pferde- 
fleisch, Rinder- und Schweineherz und Schweineleber pravariert. Das 
aus Rinderherz gewonnene Praparat zeigte im Kataphoreseversuch 
bis pq 4 eine anodische, iiber py 3 eine kathodische Wanderung?). 

1) Nachdem Hefe eine stark positive Chinonreaktion gab, ebenso 
auch das Eigelb, nicht aber das Eiwei8, weiterhin geschalter Reis eine nur 
kaum positiv zu nennende Reaktion gab, wahrenddessen das Mehl der 
Reisschalen stark positiv reagierte, und auch andere Griinde vorlagen, 
das Tyrin mit dem Vitamin B zu identifizieren, wurder Tauben- 
versuche vorgenommen. Die Versuche zeigten aber, daB die Gewebe (auch 
das Gehirngewebe) der avitaminotischen Tauben im pramortalen Stadium 


die Reaktion in normaler Intensitét gaben, so daB die Vermutung der 
Identitaét beider Substanzen unwahrscheinlich wurde. 





Zellatmung. IV. 411 


Wird das Tyrin nun mit der Oxydase zusammengebracht, so zeigt 
sich keinerlei Veranderung. Die Lésungen bleiben ungefiarbt als Zeichen 
dessen, daB das Tyrin durch die Oxydase nicht angegriffen wird. 

Versuch. Eine Reihe von Becherglischen wird mit je 1 cem der folgenden 
Phosphatlisungen versetzt: Na,HPO,, Mischungen von KH,PO, und 
Na, HPO, von pg 7,4, 7,0, 6,4, und endlich reines KH,PO,. Dann wird 
einem jeden Becherchen 1 ccm Wasser und 2 Tropfen der mit starker 
NaOH neutralisierten Lésung des Tyrins (Fraktion 3) zugesetzt. Nach 
der Zugabe von je einem Spatel Ferment wird 10, dann weitere 20 Minuten 
lang bebriitet. Alle Proben bleiben wahrend dieser Zeit vollkommen farblos. 
Das Ferment ist also nicht imstande, das Tyrin aus seiner Leukoform zur 
roten Pigmentform zu oxydieren, 

Nun wird derselbe Versuch wiederholt, aber an Stelle des Wassers 1 ccm 
der neutralisierten Brenzcatechinlésung (Fraktion 1) zugesetzt. In einer 
dritten Reihe wird zum Vergleich dieselbe Brenzcatechinlésung zugesetzt, 
aber das Tyrin (Fraktion 3) weggelassen. In dieser letzten Reihe zeigt 
sich als Zeichen der Oxydation des Brenzcatechins nach 10 Minuten eine 
schwache, gelb bis braungelbe Farbe, die in den weiteren 20 Minuten noch 
etwas deutlicher wird. Hingegen zeigen die Becher mit der zugleich zu- 
gesetzten Fraktion 3 (Tyrin) eine sehr deutliche rote bis rotbraune Farbe. 
Ebenso wie bei der Guajakreaktion, so bleibt auch hier die Farbung in reinem 
sekundiren Phosphat aus. Am starksten und reinsten ist die Farbe beim 
natiirlichen py, 6.4 der Kartoffeln. In reinem primaren Phosphat ist sie 
bedeutend schwicher. Beim weiteren lingeren Stehen geht die rote Farbe 
auch hier ins Dunkelbraune iiber. 

Das Tyrin verhalt sich also in unserem Versuch ganz analog der 
Guajaktinktur. Es wird offenbar nicht direkt durch das Oxydations- 
ferment angegriffen, wird aber durch das aus dem Catechin unter Ein- 
wirkung des Ferments entstandene Chinon aus seiner Leucoform zum 
Pigment oxydiert. Die drei Substanzen bilden also ein einheitliches 
System, in dem also letzten Endes unter katalytischer Mitwirkung des 
Ferments und des Catechins das Tyr‘n durch den Sauerstoff oxydiert wird. 

Wird dieses rote oxydierte Pigment unter anaeroben Bedingungen 
mit Kartoffelgewebe in Kontakt gebracht, so kann man bald wieder 
ihre Entfairbung beobachten, die augenscheinlich ihre Reduktion zur 
Ausgangssubstanz andeutet. 

Das Tyrin scheint also als Glied einer Kette von Reaktionen die 
Oxydation des aktivierten Wasserstoffs zu vermitteln. Offenbar haben 
wir es hier mit einem Gliede der von W. Palladin aufgestellten Gruppe 
der Respirationspigmente zu tun. Im folgenden werden wir der Kiirze 
halber die reduzierte Leucoform des Tyrins als Leucotyrin, die oxy- 
dierte Pigmentform als Oxytyrin bezeichnen. Der Gang der Oxydationen 
in der Kartoffel scheint also der folgende zu sein: 


Molekularer Sauerstoff + Oxydase + Brenzkatechin — o-Diketochinon, 
o-Chinon + Leucotyrin —> Brenzkatechin + Oxytyrin, 
Oxytyrin + aktiver Wasserstoff > Leucotyrin. 
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Hiermit sei natiirlich nicht weggenommen, da8 bereits zwischen 
aktivem Wasserstoff und Chinon direkte Beziehungen bestehen kénnen 
und dieser durch den aktiven Wasserstoff reduziert werden kann, noch 
bevor es zur Oxydation des Tyrins kime. Es scheint mir sogar recht 
wahrscheinlich, daB das Zusammentreffen des Chinons mit dem 
Glutathion zur Reduktion des ersteren und Oxydation des letzteren 
fiihren muB"). Méglicherweise ist dies auch die gesuchte Verbindung 
des Glutathions und des zugehérigen Reduktionssystems von Hopkins 
und Dizon mit dem molekularen Sauerstoff. Natiirlich laBt sich iiber 
die funktionellen Verhaltnisse des beschriebenen Oxydase-Brenz- 
catechin-Tyrinsystems noch nicht mehr mit Sicherheit sagen, als daB 
sie einer eingehenden experimentellen Erforschung bediirfen. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird gezeigt, daB in den Kartoffeln der Mechanismus der 
Guajakreaktion der folgende ist: Durch die Oxydase wird ein Brenz- 
eatechin zum 0-Diketochinon oxydiert. Dieses Chinon oxydiert ohne 
Mitwirken weiterer Fermente unmittelbar das Guajakreagens. Per- 
oxyde oder Peroxydasen sind nicht an der Reaktion beteiligt. Die 
Versuche von J. Wolff und M. W. Onslow werden bestatigt. 

2. Es wird gezeigt, daB in den Kartoffeln auBer dem Brenzcatechin 
am System der Oxydation noch ein anderer, wahrscheinlich ebenfalls 
aromatischer Kérper beteiligt ist, der der W. Palladinschen Gruppe 
der Respirationspigmente zugehért, der, so wie das Guajak, nicht un- 
mittelbar vom Oxydationsferment, sondern erst durch das, unter Ein- 
wirkung der Oxydase vom Brenzkatechin entstandene Chinon von 
seiner Leucoform zum Pigment oxydiert wird. Die Substanz, die auch 
im Warmbliitergewebe in relativ groBer Menge nachgewiesen wurde, 
wurde mit dem Namen Tyrin belegt. Es werden einige chemische 
Eigenschaften dieses Kérpers erértert. 


1) So z. B. fand ich vor einigen Jahren, da®B die Thioglykolsdure 
bzw. ihre Sulfhydrylgruppe durch die Meerrettigwurzeloxydase nicht 
angegriffen wird. Hingegen kann das Enzym durch die Zugabe von 
Adrenalin der 8 H- Gruppe gegeniiber aktiviert werden. Aller Wahrscheinlich- 
keit nach wird nun das Adrenalin zum Chinon oxydiert, das wieder die 
Thioglykolsiure zum Disulfid oxydiert, wobei das Chinon wieder zum 
Adrenalin reduziert wird, das somit als Katalysator der Reaktion zwischen 
Sauerstoff bzw. Oxydase und SH-Gruppe fungiert. 
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Uber einen durch Hydrolyse von Adenyl-thiozucker 
der Hefe entstehenden schwefelhaltigen Zucker. 


Von 
U. Suzuki und T. Mori. 


(Aus dem agrikulturchemischen Institut der Universitat Tokio.) 
(Eingeqangen am 16. Juli 1925.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

Vor kurzem haben die Verfasser eine schwefelhaltige Substanz 
aus dem alkoholischen Extrakt der Hefe isoliert, welche durch Ein- 
wirkung von verdiinnter Saure in Adenin und einen schwefelhaltigen 
Zucker gespalten wird. Das Phenylosazon des letztgenannten Zuckers 
kristallisiert in schénen gelben Prismen vom Schmelzpunkt 159 bis 160°. 
Auf Grund verschiedener Beobachtungen wurde fiir den Thiozucker 
die folgende Forme! vorgeschlagen '). 


CH—OH 

(H—OH 
C,H,,0,5 O 

( H—OH 

CH 

CH,—S—C'H, 


Die Verfasser haben die Untersuchung dieses Thiozuckers weiter 
fortgesetzt und folgendes gefunden. 

1. Der freie Thiozucker ist ein hellbrauner Sirup und schmeckt 
schwach siiBlich mit etwas brennendem, bitterem Nachgeschmack; er 
gibt auBer den allgemeinen Zuckerreaktionen noch die Pentosereaktion, 
nicht aber die Methylpentosereaktion; so gibt er z. B. beim Kochen 
mit starker Salzsaure die Furfurolreaktion, gibt auch die Bialsche sowie 
die Phloroglucin-Salzsiurereaktion, aber keine Blaufarbung mit 
rauchender Salzsiure und Vanillin. Er liefert ferner mit Aceton und 
rauchender Salzsiure eine Rotfarbung, welche aber sehr rasch ver- 
schwindet ?) 


1) U. Suzuki, S.Odake und T. Mori, diese Zeitschr. 154, 278, 1924. 
2) L. Rosenthaler, Der Nachweis organischer Verbindungen, 2. Aufl., 
S. 194. 
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Diese Erscheinungen lassen sich dadurch erklaren, da die 
—S—CH,-Gruppe zuerst durch Salzsiure abgespalten wird und der 
resultierende Zucker die eigentlichen Pentosenreaktionen gibt. 

2. Der Thiozucker absorbiert Brom, gibt weibe Fallung mit Queck- 
silberchlorid, Quecksilbernitrat und Goldchlorid. 

3. Das Acetylderivat des Thiozuckers kristallisiert nicht, obgleich 
die Acetylzahl des méglichst gereinigten Praparats beinahe mit der 
des Triacetylderivats tibereinstimmt. 

4. Das Dibenzoylderivat des Thiozuckers bildet farblose Nadeln 
von der Formel C,H,,0O,8(C,H;CO), mit dem Schmelzpunkt 185°. 
5. Mit Natriumamalgam reduziert, entsteht ein Thiozuckeralkohol 
von der Formel C,H,,8O,. Er bildete farblose biischelf6rmige Nadeln 
vom Schmelzpunkt 115 bis 117°. Das Dibenzalderivat desselben be- 
steht gleichfalls aus farblosen Nadeln vom Schmelzpunkt 135 bis 136°. 


CH,—O 
CH .C,H, 
(H—O 
CH—O Dibenzalderivat des Thiozuckeralkohols. 
CH .C,H, 
(‘H—O 


in, S—C H, 

6. Wird der Thiozucker mit konzentriertee Salpetersiure unter 
Zusatz von Spuren Vanadinsalz vorsichtig eingedampft, so bilden sich 
etwa 32 Proz. Oxalsiure. Nimmt man aber die Oxydation mit ver- 
diinnter Salpetersiure (D = 1,15) ohne Zusatz von Vanadin vor, so 
entsteht eine Monocarbonsiure von der Formel C,H,,O0g,8 mit dem 
Schmelzpunkt 183 bis 184°. Sie ist keme Lactonsaure und absorbiert 
kein Brom. Mit Zink und Salzsaure erhitzt, entsteht ein mercaptan- 
abnlicher Geruch. Héchst wahrscheinlich wird die —S—CH,-Gruppe 
durch Salpetersiure zur —SO—CH,-Gruppe oxydiert und die letztere 
wieder durch Zink- und Salzsiure zum —S— CH, reduziert und weiter 
abgespalten. Deshalb nehmen die Verfasser fiir diese Monocarbonsaure 
die folgende Forme] an: 

CHOH 
CHOH 


| 
C,H,O,8 = CHOH 


CHOH 
CH,—S—CH, 


O 
7. Wird die wasserige Lésung des Thiozuckers in der Kalte tropfen- 
weise mit Brom versetzt, bis die gelbbraune Farbe nicht mehr ver- 
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schwindet, dann vorsichtig mit Alkali neutralisiert und mit Phenyl- 





hydrazin erwarmt, so entstehen schéne hellgelbe Prismen von der 
Formel C,,H,.O0,N, mit dem Zersetzungspunkt 223 bis 224°; diese 
Verbindung ist als Phenylosazon des sulfoxydierten Zuckers zu_be- 


trachten. Der Reaktionsverlauf ist wahrscheinlich folgender') 


CHO CHO 

CHOH CHOH 

CHOH 2H,0 CHOH 

(HOH ‘ CHOH 

CH,—S—C H, CH,—S—C H, 

Br Br HO OH 
CHO (H-N—NH.C,H; 
(HOH C N—NHC,H, 
> CHO H,O > CHOH (',H,,O0,N,8 

bHoH 


CHOH 


C,—SO—C H, CH,—SO—C H, 
DaB die Aldehydgruppe durch diese Behandlung nicht angegriffen 
Das 
Brom wurde namlich in der Kalte von Xylose nicht absorbiert, so dab 
keine Oxydation stattgefunden haben kann. 

8. Die Bestimmung der —S—CH,-Gruppe im Thiozucker bzw 
im Adenylthiozuckermolekiil wurde nach Kirpal®) und nach Biihn und 
teaktion 


wurde, ist durch Kontrollversuche mit Xylose nachgewiesen. 


Kirpal *) ausgefiihrt. Das Resultat war positiv, obgleich die 
nicht quantitativ verlief. 
9. Auf Grund oben erwaihnter Beobachtungen kann man mit ziem- 


licher Sicherheit daraufschlieBen, daB die Strukturformel des Thiozuckers 


CH—OH 

( H—OH 
oO 

(CH—OH 

CH 


CH,—S—CH, 
ist. Das optische Verhalten soll spater studiert werden. 


') Hantzsch und Hibbert, Ber. 40, 1514, 1897. 


*) Hans Meyer, Lehrbuch der organischen Methodik, 4. Aufl. 1, 
902 bis 904 und 1098. 
3) Houben-Weyl, Die Methoden der organischen Chemie, 2. Aufl.. 





3, 148 bis 149. 
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10. Es sei noch bemerkt, dab Schneider und Wrede') durch Spaltung 
des Sinigrins mit Kaliummethylat eine Thioglucose erhielten. Diese 
Thioglucose ist mit unserem Thiozucker nicht identisch, weil bei der 
Behandlung der ersteren mit Phenylhydrazin in der Hitze unter 
Glucosazonbildung leicht der Schwefel abgespalten wird. 

HC—SH 


HC—OH 


O HOCH Thioglucose Schneiders. 
ni 


CH 
(HOH 


CH,OH 


Experimenteller Teil. 
1. Darstellung und Eigqenschaiten des Thiozuckers. 

10g Adenylthiomethylpentose wurden in einem Rundkolben mit 
200 cem Sproz. Schwefelsiure, unter RiickfluBkiihlung 1 Stunde auf 
dem Wasserbade gekocht, nach dem Erkalten saugte man von aus- 
geschiedenem Adeninsulfat ab. Das Filtrat wurde, nach dem Entfernen 
der Schwefelsiure durch Baryt, im Vakuum bis auf 50 ccm eingedampft 
und in tiblicher Weise mit Phosphorwolframsiéure versetzt, um Adenin 
zu entfernen. Nach dem Entfirben mit Tierkohle wurde bis zum Sirup 
eingedampft. Ausbeute 4 g. 

Der so erhaltene Thiozucker bildete einen hellbraunen Sirup, 
schmeckte schwach siiBlich mit brennendem, bitterem Nachgeschmack 


‘ 


und hatte folgende Eigenschaften. 


2. Eigenschajten des Thiozuckers. 

1. Die wasserige Lésung des Thiozuckers mit 5proz. Natronlauge 
erhitzt, gibt gelbliche und dann braune Farbung und riecht schwach 
nach Karamel. 

2. Der Thiozucker gibt die Wolischsche Reaktion, reduziert die 
Fehlingsche, die Barfoedsche, die Nylandersche sowie die ammoniaka- 
lische Silberlésung. 

3. Mit wenig Natriumcarbonat und Pikrinsaiure erwarmt, ent- 
steht eine rétlichbraune Farbung von Pikraminsaure. 

4. Mit Diazobenzolsulfosiure und Alkali gibt er rote Farbung. 

5. Die Seliwanoffsche Reaktion ist negativ. 

6. Durch Bier- oder Sakéhefe wird der Thiozucker nicht vergoren. 


') Ber. 47, 2225, 1914; 52, 1756, 1919; Zeitschr. f. physiol. Chem, 119, 
6, 1922; 126, 211, 1923. 
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7. Mit Salzsaure erhitzt, entwickelt sich Furfurol, welches Anilin- 
acetatpapier rétet. Methylfurfurol gibt in diesem Falle nur eine gelbe 
Farbe 

8. Er gibt die Orcin- sowie die Phloroglucin-Salzsaurereaktion 
Methylfurfurol gibt diese beiden Reaktionen nicht 

9. Mit Aceton und rauchender Salzsiure erwarmt, entsteht Rot- 
farbung. die sehr rasch wieder verschwindet Bei der Methylpentose 
soll diese Farbe wenigstens 10 Minuten bestehen bleiben 

10. Der Thiozucker selbst gibt keine Nitroprussidreaktion. 

11. Die wasserige oder Eisessiglésung des Thiozuckers absorbiert 
Brom. 

12. Die wasserige Lésung gibt weibe Fallung mit Sublimat 
Mercurinitrat und Goldchlorid: sie gibt aber keine Fallung mit Silber- 
nitrat und Platinchlorid 

13. Die Thiozuckerlésung mit dem doppelten Volumen Salzsaure 
(D 1.19) und wenig Vanillin vorsichtig auf dem Wasserbad erwarmt, 


gibt keine blaue Farbung: Methylpentose gibt dagegen diese Reaktion 


s. Acetylderivat 


lg Vhiozucker wurde in gewéhnlicher Weise mit 4g Essigsaure- 
anhydrid und 05g wasserfreiem Natriumacetat in einem kleinen 
Rundkolben unter RiickfluBkiihler 30 Minuten auf dem Wasserbad 
erhitzt. Nach dem Erkalten wurde viel Wasser hinzugefiigt und das 
dabei élig ausgeschiedene Acetylprodukt abgehoben, in Ather gelést 
und die atherische Lésung im Scheidetrichter so lange mit Wasser 
gewaschen, bis das Waschwasser keine saure Reaktion mehr gab. Nach 
dem Trocknen der Aatherischen Lésung mittels Chlorealcium wurde 
sie eingedampft, das zuriickbleibende Ol aber kristallisierte nicht. Zur 
Bestimmung der Acetylzahl wurde es mit n 2 alkoholischem Kali 





verseift. 
(leem n 2 HC! entspri ht 0.0290¢ CO. CH 
Substanz n 2HCl-Lésung verbraucht Acetylzahl 
com Proz 
0.2399 3.3 39.89 
Berechnet fiir C,H,O,S.(OC .CH,), ... 42.16 
ft C,H, 0O,8.(0C.CH a 6 e 32.56 


Obgleich das Acetylderivat nicht vollkommen rein war, so stimmt 
die Acetylzahl mit der des Triacetats des Thiozuckers beinahe tiberein 
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4. Benzoylderivat. 


a hl 


5g Thiozucker wurden in wenig Wasser gelést, mit 40 ¢ Benzoy)- 
chlorid und 270cem 1l0proz. Natronlauge portionsweise und ab- 
wechselnd unter Schiitteln versetzt. 
mit Wasser auf | Liter gebracht 
und unter Kiihlen kraftig geschiit- 
telt. Nach einiger Zeit schied sich 
das Benzoylprodukt als  weiBe, 
weiche Masse aus. Nach 12 Stunden 
wurde es gesammelt, im Moérser 
mit verdiinntem Alkali und Wasser 
gut verrieben, vom Wasser méglichst 
befreit und mit Ather behandelt, 
ging ein Teil in Lésung. Beim 
Abdampfen des Athers verblieb ein 





dicker Sirup, aber er kristallisierte 

Abb. 1. Disbenzoyl-thiozucker (1 : 330). nicht. Der in Ather unlésliche Teil 

wurde in heibem Benzol gelést. 

Nach dem Erkalten schieden sich nadelf6rmige Kristalle ab (siehe 

Abb. 1). Schmelzpunkt 185° (unkorr.), Ausbeute 1g. Das Produkt 
wurde im Vakuum bei 75° getrocknet und analysiert. : 





Substanz CO, H,O Cc H 
s e & Proz Proz. 
0.1520 0.3457 0.0714 62.03 5.22 
0.1201 0.2737 0.0581 62,08 5.38 
; Berechnet fiir C,H,,Q,5(OC .CyHs).. . .« 61,88 5,15 


Es liegt also das Dibenzoylderivat des Thiozuckers vor. Diese 
Substanz ist in Wasser und Ather unléslich, dagegen wenig léslich bei 
gewohnlicher Temperatur in Alkohol, Benzol, Chloroform und Eis- 
essig; beim Erwiirmen aber ist sie darin leichter léslich. 


5. Thiozuckeralkohol 


5g Thiozucker wurden in 50cem Wasser zelést, unter Wasser- 
kithlung mit 2',proz. Natriumamalgam portionsweise versetzi und 
kraftig geschiittelt. Die dabei entstehende alkalische Reaktion wurde 
vorsichtig mit verdiinnter Schwefelsaure beseitigt. Diese Operation 
wurde so lange fortgesectzt, bis fast alles reduziert war. Das dauerte 
etwa 5 Stunden. Hierauf wurde die genau neutralisierte Lésung 


im Vakuum zur Trockne eingedampft und der Riickstand mit 


~< 


| 
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absolutem Methylalkohol dre:- 
mal extrahiert. Der Riickstand 
der eingedampften methylalko- 
holischen Lésung verwandelte 
sich beim Stehenlassen im Va- 
kuumexsikkator in eine Kristall- 
masse, welche aus einem Benzol- 
Kisessiggemisch umkristallisiert, 
biischelférmige Nadeln vom 
Schmelzpunkt 115 bis 117° (un- 
korr.) lieferte (siche Abb. 2). 








Ausbeute 2 g Diese Sub- 
stanz wurde im Vakuum bei 
75° getrocknet und analysiert. Abb. 2. Thio-zuckeralkohol (1 : 330) 
4aS80) 
Nr Substanz CO, H,O - spina) ( H Ss 
g ry g g Proz Proz Proz 
l 0.1525 0.2225 0.1039 - 39.79 7,70 
2 0.1315 O.1916 0.0879 39,87 7.43 
3 0,1519 _ one 0.1976 eat 17.86 
4 0.1495 — _ 0.1870 17,18 
Berechret fr C,H,.0,8 .....2ceces 39,54 7,75 17,57 


Die Analysendaten stimmen auf den Thiozuckeralkohol von der 
Formel : 
CH,OH 


| 
CH.OH 
| 
CH.OH 
| 
CH.OH 


C H,—S—C H 


Diese Substanz schmeckt siiBlich, reduziert aber nicht. Sie ist 
ziemlich leicht léslich in Alkohol, Wasser, Methylalkohol, Aceton und 
Eisessig, unléslich in Ather, Benzol und Chloroform; sie gibt keine 
Nitroprussidreaktion, absorbiert aber Brom. 


6. Acetyl- und Benzoylderivat des Thiozuckeralkohols 


Die beiden Derivate wurden genau so dargestellt wie beim 
Thiozucker. Sie bilden Ole und halbfeste Masse, kristallisieren 
jedoch nicht. 
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Acetylzahlbestimmung des Acetylthiozuckeralkoho!s. 
(leem v/2 HCl entspricht 0,024 ¢ COC H,.) 





S 2HC 
ubstanz n 2HCI Acetylzabl 
g ccm 
0.1628 3.1 45.70 
Berechnet fiir C,H,,O,5(CO.CH,), . . 49.19 
% , C,H,,0,8(CO.CH,), .. 41.88 


So scheint das Produkt ein Gemisch von Tri- und Tetraacetat 

zu sein, 
?. Benzalderivat des Thiozuckeralkohols. 

lg Thiozuckeralkohol wurde in 5cem Salzsiure (D 1,19) 
unter Eiskiihlung gelést und mit 2 g eisgekiihltem Benzaldehyd unter 
Schiitteln versetzt. Die Fliissigkeit triibte sich, und allmahlich 
bildeten sich farblose, haarartige 
Kristalle. Dieselben wurden 
im Vakuumexsikkator tiber kon- 
zentrierter Schwefelsiure und 
Natronkalk 3 Tage getrocknet. 
Dann wurden sie mit még- 
lichst wenig Wasser und Ather 
gewaschen, um noch etwa 
anhaftende Salzsiure und Benz- 
aldechyd zuentfernen,und schlieb- 
lich aus Alkohol umkristallisiert. 
Nadelu vom Schmelzpunkt 135 
bis 136° (unkorr.) (s. Abb. 3). 
Ausbeute 1,5 g. Zur Analyse 
wurde die Substanz im Vakuum 





Abb. 3. Di-benzal-thio«zucker (1 : 330) a 
bei 75° getrocknet. 





Substanz CO, H,O S H 
Nr. - : 
g g g Proz. Proz. 
l 0.1308 0.3227 0.0708 67,21 6,00 
2 0.1013 0.2498 0.0580 67.25 6.36 
Berechret fiir C,H,,O,S(CH.C,H;), .-.. 67,04 6,15 
Die Analyse stimmt auf ‘ 
‘ CH,—O 
CH.C,H; 
( H—O 


| 
(,Hy0O,8(C HC, Hs), Cc H—O 

CH.C,H,; 
( H—O 


CH,-S—C H, 





Rarer yt, 
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Die Substanz ist geschmacklos, lést sich in Aceton, Benzol und 
Chloroform, ziemlich leicht in Ather, wenig in Alkohol und ist fast 


unléslich in Wasser. 


8. Oxydationsprodukt des Thiozuckers. 

Wird Thiozucker mit fiinffachem Volumen konzentrierter Salpeter- 
siure unter Zusatz von Spuren Vanadinoxyd vorsichtig erwirmt und 
auf dem Wasserbad allmahlich eingedampft, so bildet sich reichlich 
Oxalsiure. Zu ihrer Bestimmung wurde der eingedampfte Sirup mit 
Wasser verdiinnt, mit Ammoniak neutralisiert und die Oxalsiure als 


Calciumoxalat gefallt. 





. Oxalsaure 
Substanz Calciumoxalat 


0.1541 0.0721 


Wird die Oxydation noch vorsichtiger und milder vorgenommen, 
so bildet sich keine Oxalsiure, sondern eine Kohlenhlydratsiure von 
der Formel C,H,,0,8, vielleicht von folgender Strukturformel : 

COOH 
CHOH 


CHOH 


| 
CHOH 


CH,—SO- CH, 


Neben der Aldehydgruppe 

wurde daher auch die CH, 
S—CH,-Gruppe gleichzeitig 

ox ydiert. 

Zu diesem Zwecke wurde 
lg Thiozucker mit 8 ccm Sal- 
petersaure (D—1,15) tibergossen, Abb. 4. Thio-suckersdure (1 :600) 
zuerst bei niedriger Temperatur, 
spater aber bei 95° unter stetem Rihren vorsichtig zum Sirup ver- 
dampft. Der Riickstand wurde in wenig Wasser gelést und aber- 
mals vorsichtig eingedampft. Der zuriickgebliebene Sirup lieferte 
nach 10tagigem Stehen im Eisschrank farblose Kristalle, die ab- 
gesaugt, mit wenig Alkohol gewaschen, aus méglichst wenig heiBem 
Eisessig umkristallisiert, farblose Tafeln (s. Abb. 4) vom Schmelz- 
punkt 183 bis 184° (unkorr.) in einer Ausbeute von 0,19 g¢ lieferten. 
Sie wurden im Vakuum bei 75° getrocknet und nach Pregl analysiert. 
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Nr Substanz co HO, BaSO, Cc H Ss 
mg mg mg mg Proz Proz. Proz 
l 5,189 6,283 2.404 33,02 5,18 
2 5.458 6,938 2 489 _ 34.69 5.10 
3 7.580 — - 8.33 _ — 15,10 
4 4.370 _— 4.99 — -- 15,69 
Berechret fiir Cy H,,O,5 33,93 566 15.11 





Substanz Verbraucht n 10 KOH Carboxyl-H 
g ccm Proz 
0.0537 26 0.48 
Berechret fiir C;H,,O,S—COOH... 0.48 


Die Substanz ist daher eine Monocarbonsaiure. Zur Feststeliung, 
ob diese Substanz ein Lacton ist, wurde dieselbe mit einem UberschuB 
von Alkali auf dem Wasserbade 1 Stunde lang gekocht und dabei das 
unverbrauchte Alkali zuriicktitriert. 





. Zugesetzte Zurucktitrierte Verbrauchte ‘ 
Substanz n OKOH n 10 H.SO, n/l0KOH Carboxyl-H 
g com ccm ccm lroz 
0.0364 40 2.2 18 0.49 
Berechnet fiir C,H,,0,8.COOH.......2e+- 0.48 


Hieraus wird ersichtlich, daB es sich nicht um ein Lacton handelt. 
Die Substanz ist in warmem Wasser und Eisessig léslich, weniger 
in heiBem Alkohol und kaltem Eisessig; unléslich in kaltem Alkohol, 
Ather, Aceton und Benzol. Sie reduziert die Fehlingsche Lésung nicht. 
Die wasserige- oder Eisessiglésung absorbiert kein Brom. Mit Zink 
und Salzsiure erhitzt, entwickelt sich ein schwacher, aber deutlich 


mercaptanahniicher Geruch. 


9. Phenylosazon des durch Brom oxydierten Thiozuckers. 


Das aus Adenylthiomethylpentose oder aus freiem Thiozucker 
dargestellte Phenylosazon des Thiowuckers bildet feine gelbe Prismen 
vom Schmelzpunkt 158 bis 159°'). Wenn man aber Adenylthiomethy!- 
pentose erst mit 5proz. Schwefelsiure spaltet und den dadurch ent- 
standenen freien Thiozucker unmittelbar mit Brom oxydiert und mit 
Phenylhydrazin in gewéhnlicher Weise das Phenylosazon bereitet, so 
erhalt man ein héher schmelzendes und bestandigeres Phenylosazon. 


!) Diese Zeitschr. 154, 278, 1924. 
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Zu diesem Zwecke wurden 3 g Adenylthiomethylpentose mit 60 cem 
5proz. Schwefelsiure im Wasserbade gekocht. Nach dem Erkalten, 
Neutralisieren und Entfarben wurde die Fliissigkeit mit Eiswasser 
abgekiihlt und dann so lange 
tropfenweise Brom  zugesetzt., 
bis die Bromfarbe nicht mehr 
verschwand. Sodann wurde die 
Fliissigkeit neutralisiert und in 
iiblicher Weise das Phenylosazon 
dargestellt. Man erhielt so neben 
ziemlich viel gallertartiger Sub- X 
stanz das Phenylosazon in hell- 
gelben Nadeln. Diese Kristalle 
wurden gesammelt und mit Eis- 
essig gewaschen, dann in Pyridin 
gelést und durch Zusatz von 
Wasser umgefallt oder aus 
heiBem Alkohol umkristallisiert. 
Durch wiederholtes Umlésen er- 
halt man hellgelbe, nadelférmige Kristalle (s. Abb. 5) vom Schmelz- 


Abb. 5. Phenylosazon des sulfoxydierten Zuckers 


punkt 223 bis 224° (unkorr.) in einer Ausbeute von 0.5 g. Zur Analyse 
wurde die Substanz im Vakuum bei 75° getrocknet. 








N Substanz N Atmosph. Druck lemperatur N 
= 8 ccm mm ( Proz 
] 0.0605 78 748 2” 14.44 
2 0.0710 9.3 756.8 22 14,70 
Ss ‘Os. 0 ( 
Nr. ubstanz CO, H. H 
2 g g Proz Proz 
3 0.1332 0.2807 0.0730 57.47 6.09 
4 0.1240 0.2624 0.0697 57.71 6.24 


Zusammenstellung der beiden obigen Analyser resultate. 





( H N 
Ne Proz Proz Proz 
1 — 14.44 
2 — . 14.70 
3 57.47 6.09 - 
4 5771 6.24 - 
Berechret fiir C,,H.»O,N,S. . 57,75 5.88 14.97 
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Die Substanz stimmt also mit dem Phenylosazon des an der S-Stelle 
oxydierten Zuckers tiberein. 


CH: N—NH—C,H, 
C:N—NH—C,H, 
CHOH 

CHOH 

( H,--SO-—C H, 


Dieses Osazon lést sich in Pyridin sehr leicht, ziemlich gut in 
heiBem Alkohol, weniger gut in Ather, Eisessig und kaltem Alkohol: 
es ist nicht léslich in Wasser, Aceton, Chloroform und Benzol. Mit 
Zink- und Salzsaure erhitzt, entwickelt sich ein schwacher, aber deut- 
licher Mercaptangeruch. 

Nach obigen Eigenschaften scheint die Substanz das Phenylosazon 
des oxydierten Thiozuckers, und zwar der sulfoxydierten Verbindung, 


zu sein. 


10. Nachweis der Thiodthergruppe (—S—CH,) im Thiozucker. 


Adenylthiomethylpentose wird mit 50facher Menge Jodwasser- 
stoffsiure (D = 1,7) allmahlich zum Kochen erhitzt und der ent- 
wickelte Dampf in rotean Phosphor und 20proz. Cadmiumsulfatlésung 
(zwecks Entfernung freien Jods) eingeleitet und nach der zweiten 
Methode von Kirpal und Biihn') in Pyridin absorbiert. Nach ein- 
stiindigem Kochen wurde das Pyridin langsam verdampft und der 
trockene Riickstand in wasseriger Lésung mit n/10-AgNO,-Lésung 
titriert, wobei man Kaliumchromatlésung als Indikator gebrauchte. 


(leem n/10 AgNO, entspricht 0,004512 g S—C H,.) 





Substanz n 10 AgNO; Thiomethylzahl —S—CH, 
£ com Proz 
0.3101 44 6,42 
Berechret fiir C,~H,,0O,N,SCH, .......-.-. 15,86 


So sieht man, daB die Reaktion nicht quantitativ verlief. Trotz- 
dem ist das Vorhandensein der —S—CH,-Gruppe dadurch positiv 
nachgewiesen. 


') Houben-Weyl, Die Methoden der organischen Chemie, 2. Aufl., 
3, 149. 














Uber den Ursprung 
des von Schimmelpilzen ausgeschiedenen Harnstoffs. 


Ve ym 
Nicolaus N. Twanoff. 


{Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg 


(Leningrad). | 


(Eingegangen am 16, Juli 1925.) 


Das Vorkommen von Harnstoff in Pilzen, die unter kiinstlichen 
Ernahrungsverhaltnissen kultiviert werden, fiihrte mich zu dem Schlusse, 
daB hier eine allgemeine Eigenschaft der Pilze vorliegt ,,und daB die 
Anwesenheit von Harnstoff im Pilze nicht den Pilz selbst charakterisiert, 
sondern dessen Nahrungsbedingungen“!). Nach meinen Versuchen 
vollzieht sich die Bildung des Harnstoffs bei einem UberschuB von 
Eiweibstoffen und bei Abwesenheit von Kohlenhydraten im Niahr- 
substrat, auf dem sich die Pilze entwickeln; zugleich verschwindet 
fiir gewéhnlich die in den Pilzen anwesende Urease. Das Kultivieren 
von Pilzen, die in das Nahrmedium Harnstoff ausscheiden, der fiir sie 
als Abfallsprodukt auftritt, gab mir die Méglichkeit, die Entstehung 
dieses Harnstoffs unter geeigneten Laboratoriumsbedingungen zu 
verfolgen. 

In der vorigen Arbeit hatte ich steril aufgewachsene Pilze untersucht 
wie Aspergillus niger, Penicillium glaucum, Rhizopus nigricans, Tie- 
ghemella orchidis und auBerdem Champignon. In einzelnen Kulturen 
fand eine Anh&iufung von Harnstoff bis 48,6 mg auf 100 ccm Nahr- 
fliissigkeit statt, die 3g Pepton enthielt. Die erwaihnten Pilze gehéren 
verschiedenen Klassen an, zu den Zygomyceten, Ascomyceten und 
Basidiomyceten ; dies gab schon die Gewahr dafiir, daB der Harnstoff, 
wenn seine Bildung in zufallig ausgewahlten, weit voneinander ent- 
fernten Vertretern von Pilzen erfolgte, unter passenden Bedingungen 


1) N. N. Iwanof/, Uber die Ausscheidung des Harnstoffs bei Pilzen, 
diese Zeitschr. 157, 229, 1925. 
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bei allen Pilzen konstatiert werden kénnte. Ich erhielt von Prof. 
A. A. Jaczewsky, dem ich an dieser Stelle meinen warmsten Dank 
aussprechen méchte, Reinkulturen einiger Pilze. Ich sate dieselben 
auf sterilisierte Gelatine unter Beifiigung von Malzextrakt aus 
und bestimmte dann, nachdem das Pilzmycel sich entwickelt hatte, 
den Harnstoff im Nahrsubstrat. Bei allen untersuchten Pilzen habe 
ich in der verdiinnten Gelatine Harnstoff festgestellt. Nur zwei Fille 
waren zweifelhaft; es ist méglich, da} beim Umsien eine Infektion 
durch Bakterien eingetreten war; zum Unterschied von den anderen 
Proben wies die verdiinnte Gelatine in diesen beiden Versuchen einen 
starken Geruch nach Ammoniak auf, das durch Zersetzung des Harn- 
stoffs entstanden war. Im ersten Versuch sind die Untersuchungs- 
ergebnisse von sieben verschiedenen Pilzarten aufgefiihrt. 


Versuch 1. 


In Petri-Schalen wurden je 10 cem 10 proz. Gelatine mit einer geringen 
Menge Malzextrakt versetzt, mit Sporen von Pilzen besat und auf einige Tage 
bei Zimmertemperatur stehengelassen. Dann wurde die verdiinnte Gelatine 
abfiltriert, das Mycel mit Wasser gewaschen, das Trockengewicht bestimmt 
und im Filtrat mit den Waschwissern der Harnstoff nach Fosse mit Xant- 


hvdrol gefallt. 





Dauer Trockengewicht a 

Benennung der Pilze der Kultur des Mycels & 
Tage mg mg 
Phycomycetes nitans . gy 714 3,14 
Acremonium, ..... 9 464.0 8.64 
Diplocladium ..... 12 70.0 3,63 
Penicillium multicolor . 12 54.0 3,67 
Botrytis cinerea... . 12 52,0 2,16 
Amblyosporium ... . 12 110,0 2,27 
Trichothectum..... 20 60,0 2.50 


In allen genannten Fallen wurde Harnstoff konstatiert, wenn auch 
in wechselnden Mengen. Alle Pilze wurden ohne jegliche Auswahl 
genommen, und da sie zu den verschiedensten Klassen gehéren, kann 
man schon mit Sicherheit behaupten, daB die Harnstoffanhiufung 
eine allgemeine Eigenschaft der l'ilze ist, wenn sich diese auf einem 
eiweibstoffreichen Nahrboden entwickeln. 


Im weiteren war es nétig, den Mechanismus der Harnstoffbildung 
aufzuklairen und die Quelle seiner Entstehung aufzufinden. Die Tat- 
sache, daB sich der Harnstoff nur in Pilzen angehauft hat, die auf 
eiweiBstoffreichem Niahrsubstrat aufgewachsen waren, findet eine 
analoge Erscheinung im tierischen Organismus, in welchem der Harn- 
stoff aus den Endprodukten des Eiweibstoffzerfalls Ammoniak und 
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Kohlensaure — synthetisiert wird. Mir ist es friiher gelungen darzutun '), 
daB eine derartige sekundare Bildung des Harnstoffs bei héheren Pilz- 
arten, wie den Bovisten, stattfindet, die den Harnstoffgehalt ver- 


mehren, wenn man ihnen von auben Ammoniak zusetzt 


Als es mir gelang, die Bildung von Harnstoff nur in Abwesenheit von 
Kohlenhydraten hervorzurufen, kam mir daher der Gedanke, dai wir es 
hier mit der gleichen Erscheinung zu tun haben. Es ist lingst bekannt, 
da®8 Aspergillus niger auf einer Peptonkultur oxalsaures Ammonium als 
Abfallsprodukt bildet. In meinen friiher beschriebenen (1. c.) Versuchen 
wurden neben einer Harnstoffanhaufung in der Nahrlésung grobe Mengen 
von Ammoniumsalzen aufgefunden, so daB ich nicht endgiiltig entscheiden 
konnte, ob hier nur ein partieller Cbergang von Ammoniumsalz in Harnstoff 
stattfindet, oder ob der Harnstoff aus irgend einer anderen Quelle entsteht. 
Im letzteren Falle wi'rde er nicht in analoger Weise wie der Harnstoff der 
Tiere und Boviste entstehen. Alle weiteren Versuche wurden mit Aspergillus 
niger angestellt. Dic angewandte Nahrfliissigkeit bestand aus Salzen: 0,1 g 
KH,PO,, 0,.lg MgSO, FeSO, (Spuren) und Img ZnSO, in 100 ccm 
Wasser; zu dieser Lésung wurden entweder Pepton, oder ein Gemisch von 
Aminosiauren oder Argininsalz hinzugefiigt. Das Mycel des Pilzes wurde 
nach dem Versuche abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Im Filtrat wurde 
der Harnstoff nach Fosse bestimmt, durch Destillation mit Magnesia wurde 
die Menge des Ammoniakstickstoffs ermittelt. 


Es wurde angenommen, die Harnstoffanhaufung erfolge wegen 
des Fehlens der zur Neutralisation des Ammoniaks erforderlichen 
organischen Sauren; dieses kann nicht an Kohlensaiure gebunden 
werden, da eine derartige Verbindung durch das Auftreten alkalischer 
teaktion eine schadliche Wirkung hervorruft. Der Pilz mu infolge- 
dessen zur Synthese von Harnstoff schreiten. Die Richtigkeit dieser 
Hypothese kann man priifen, indem man dem Pilz auber der gewéhn- 
lichen Nahrung noch Oxalsaure zufiigt, oder umgekehrt die Saure durch 
zur Kultur zugefiigte Kreide bindet. Im ersten Falle konnte beim 
Ansteigen der Aciditaét die Harnstoffbildung gehemmt werden, im 
zweiten war eine férdernde Wirkung zu erwarten. 


Versuch 2. 


Kultur von Aspergillus niger. 1l00cem Lésung von Nahrsalzen mit 3 2 
Pepton; zu einigen wurde noch 1 g Oxalsiure zugefiigt. Temperatur 30 
bis 33°C, 


A. Nach 7 Tagen. 





Trockengewicht Ammoniak«N N 


o “ N 
des Mycels Harnstoff in der Flussigkeit im Mycel 
mg mg mg mg 
Kontrolle .. . . 589 40.4 167.7 51.1 
Mit 1g Oxalsiiure 696 0 279.0 60.2 


') N. N. Iwanof/, diese Zeitschr. 136, 9, 1923. 
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B. Eine Flasche enthielt vom Anfang an wahrend des Versuchs 5 g CaCO.,; 
nach 23 Tagen erwies sich: 





Trockengewicht N—NH, = 
des N yeels Harnstoff in der Flissigkeit N im My cel 
mg mg mg mg 
350 16,95 60.8 9,36 


Die Zugabe von Oxalsaure zur Kultur wirkte auf die Entwicklung 
des Mycels giinstig ein, es erfolgte eine Zunahme des Trockengewichts 
sowie auch des Stickstoffgehalts, Harnstoffbildung trat jedoch bei 
Zugabe von 1 g Oxalsiure nicht ein. Ein weit héherer Gehalt an 
ammoniakalischem Stickstoff wiirde im vorliegenden Falle dafiir 
sprechen, daB bei iiberschiissiger Aciditat kein Harnstoff gebildet 
wird. Die Zugabe von CaCQ, in der Serie B, wodurch die Saure ent- 
fernt wurde, fiihrte nicht zum Verschwinden des Abfallstickstoffs in 
Form von Ammoniak; die Menge des letzteren erwies sich ziemlich 
bedeutend 60,8 mg — im Vergleich zu 16,95 mg Harnstoff. 

Versuch 3. 
100cem Fliissigkeit, Mineralsalze, 3g Pepton; Aussaat der Sporen von Asper 


gillus niger. Temperatur 30 bis 32°C. Zu der einen Kultur wurden 2g Ammo 
niumoxalat hinzugefiigt, zu einer anderen auBerdem noch 2 g Oxalsaure. 


Nach 7 Tagen. 





Trockengewicht Harnstoffmenge 


Portion des Mycels 
mg mg 
ee ae 633.9 46.3 
BE 8 Oe ee 687.5 48.6 
3. 2g (NH,COO), + lg (COOH), . 517.8 17,4 


Es wurde durch einen besonderen Versuch gezeigt, daB die Harn- 
stoffbildung infolge der Zufiigung von Oxalsaure mit einer bestimmten 
H-lonenkonzentration in Beziehung steht, da diese Saure in Form 
ihres Salzes keinen EinfluB ausiibt. In Versuch 2 war wahrend 7 Tagen 
in Gegenwart von 1 g Oxalsaure iiberhaupt kein Harnstoff entstanden, 
in Versuch 3 im ganzen nur 17,4 mg, in der Kontrolle dagegen 46,3 mg. 
Weitere Versuche haben aber gezeigt, daB bei langdauernden Kulturen 
selbst bei urspriinglichem Zusatz von Oxalsiure Harnstoff entsteht. 

Im Versuch 4, in welchem von Anfang an nur 0,5 g Oxalsaure zugesetzt 
wurden, hat sich der Harnstoff in normaler Weise gebildet. Somit hangt alles 
von einer anfanglichen hohen H-lonenkonzentration ab, welche die Bildung 
von Harnstoff hemmt; hernach ergeben sich in dem MaBe als die Oxalsiure 
durch das sich bildende Ammoniak neutralisiert wird, passende Bedingungen 


zur Anhaufung des Harnstoffs. 
Aus dem weiter unten beschriebenen Versuch ist zu ersehen, da eine 
Zugabe selbst geringer Mengen Oxalsiure eine Erhéhung des emmoniakali- 
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schen Stickstoffs in der Kulturfliissigkeit nach sich zieht, ebenso ein An- 
steigen des Trockengewichtes des Mycels. 


Versuch 4. 


Kultur von Aspergillus niger. 100 cem Fliissigkeit, Mineralsalze, 
3g Pepton; zu einigen wurden je 0,5 g Oxalsiure zugefiigt. Temperatur 
30 bis 32°C. Die Mycelien wurden in Form von dicken Hautchen und voll- 
standig weiB erhalten; Sporen wurden nicht gebildet. Nach bestimmten 
Zeitraumen wurde in einzelnen Flaschen das Trockengewicht des Mycels, 
der Stickstoffgehalt desselben, die Harnstoffmenge und die des ammoni- 
akalischen Stickstoffs in der Kulturfliissigkeit bestimmt. 





Dauer Trockengewicht : ; = Ammoniakal. N i= 
des Versuchs des Mycels Harnstoffmenge N des Mycels Kulturflussigkeit 
Tage mg mg mg mg 


A. Ohne Zugabe von Oxalséure. 


8 401,8 31,7 33,1 128,0 

10 553,0 37,2 47,6 221,9 

13 393.0 39,9 22.3 259,5 
B. Mit Zugabe von 0,5g Oxaiséure. 

10 732.0 36,9 | 64,2 235,9 

13 634,0 40,3 43,0 282,7 


Aus den Versuchen geht hervor, daB die zu Anfang des Versuchs 
zugefiigte Oxalsaure in einer Menge von 1 g eine Hemmung hervorrief; 
0,5 g waren schon ohne Einflu$, da sie bald von dem sich bildenden 
Ammoniak neutralisiert wurden. In der vorigen Arbeit (l.c.) war es 
mir gelungen zu zeigen, daB eine Zugabe von Glucose zur Kultur des 
Pilzes, der auf Pepton aufgewachsen war und Harnstoff enthielt, eine 
schnelle Entwicklung des Mycels, Bildung von Urease und Verschwinden 
des Harnstoffs bewirkte. Wenn die Glucose in einem derartigen Falle 
nur als Kohlenstoffquelle erscheint, so kénnte man sie vielleicht durch 
andere Verbindungen ersetzen, wie z. B. auch durch Oxalsiure; von 
Interesse wire es, das Schicksal des Harnstoffs unter diesen Umstanden 
zu verfolgen. 

Versuch 5. 

Kultur von Aspergillus niger in 100 ccm Lésung von Nahrsalzen mit 
3g Pepton. Temperatur 30 bis 33°C. Nach 7 Tagen wurde eine Kultur 
zur Analyse entnommen, zur anderen unter sterilen Bedingungen | g Oxal- 
séure in Lésung zugetiigt, dann noch auf 3 Tage im Thermostaten stehen- 
gelassen und analysiert. 





Trockengewicht | N Ammoniakal. N 
Portion des Mycels | im Mycel Harstoftmenge in Flissigkeit 
mg mg mg mg 
7 Tage Kontrolle .. . 589 51,1 40,4 167,7 


Zugabe von lg Oxal- 

séure nach Verlauf von 

7 Tagen und nach drei- 

tagigem Stehen ... 955 78,2 39,8 323,3 

















430 N. N. Iwanoff: 


Die Zugabe von Oxalséure zur Kultur wurde nicht von einer Zer- 
setzung und einer Assimilation des Harnstoffs begleitet, aber sie forderte 
die Assimilation des Peptons durch den Pilz; dieses zeigte sich in der 
Vermehrung des Trockengewichts des Mycels und im Ansteigen des 
Stickstoffgehalts. 

Hieraus folgt, daB die Oxalsaure nicht dieselbe Rolle wie ein Kohlen- 
hydrat, z. B. Glucose und Saccharose, spielen kann. Ich fiihre noch 
einen Versuch an, um zu zeigen, wie die Umwandlung stickstoffhaltiger 
Substanzen bei Zufiigen von Saccharose zur Kultur des Pilzes von- 
statten geht. ’ 
Versuch 6. 

Kultur von Aspergillus niger in 100 ccm Lésung von Nahrsalzen und 
3g Pepton. Temperatur 30 bis 33°C. Nach 10 Tagen wurde eine Kultur 
analysiert, die zweite noch auf 3 Tage unveradndert gelassen, zur dritten 
wurden unter sterilen Bedingungen 10g Saccharose in Lésung zugefiigt 
und noch 3 Tage stehengelassen. 





Ammoniakal. N 





Portion ye des Mycels Harnstoft in Fliss gkeit 
mg mg mg mg 

Zehntigige Kontrolle . 553 47,6 37,2 221,9 
Zehntaigige Kultur noch 

3 Tage stehengelassen 393 22,3 39,9 259,5 
Nach 10 Tagen Zufiigung 

von 10g Saccharose, 

noch 3 Tage stehen- 

gelasen .......- ° 3930 213,3 0 121.1 


Das véllige Verschwinden des Harnstoffs wurde bei Zugabe von 
Saccharose beobachtet; hier wurde auch Urease vorgefunden. Das 
Trockengewicht des Mycels und die Stickstoffmenge hatte sich zehnfach 
vergréBert, der Gehalt an ammoniakalischem Stickstoff in der Nahr- 
lésung auf 100 mg vermindert. 

Im folgenden Versuch wurden so giinstige Kohlenstoffquellen 
wie Glycerin und Mannit erprobt. Es erwies sich, da8 sie ebenso wie die 
anderen Zuckerarten die Assimilation des Harnstoffs und die Bildung 
der Urease in der Kultur férdern. 


Versuch 7. 
Kultur von Aspergillus niger. 100ccm Fliissigkeit, Mineralsalze, 
3 g Pepton und je 0,1 g Saccharose. Nach Verlauf von 8 Tagen wurden die 
Kulturen bei 37° 
1. noch 2 Tage unverandert stehengelassen, 
2. 5g Glycerin unter sterilen Bedingungen in Lésung hinzugefiigt 
und noch 2 Tage stehengelassen. 


3. 5 g Mannit steril in Lésung beigefiigt und auch 2 Tage stehengelassen. 
Nach 2 Tagen — d. h. im ganzen hatte sich jede Kultur 10 Tage lang 
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entwickelt —, wurden die Ernten des Pilzes der Analyse unterworfen; 
es wurde erstens das Trockengewicht des Mycels und dessen Stickstoff- 
gehalt, zweitens der Harnstoffgehalt und der des ammoniakalischen Stick- 
stoffs im Filtrat bestimmt. 





Trockengewicht N Harnstoff- Ammoniakel. N 
Portion des Mycels des Mycels menge in Kulturflissigkeit 
mg mg mg mg 

Zehntagige Kontrolle . 482 34,8 35,0 290,0 
Achttagig + 2 Tage mit 

5g Glycerin. .... 1741 122.0 Spuren 236,6 
Achttagig + 2 Tage mit 

5g Mannit ..... 1937 1198 Spuren 201.2 


Im ersten Falle verlief die Priifung auf Urease negativ, im zweiten 
und dritten Falle mit Glycerin und Mannit positiv. 

Somit gleichen Glycerin und Mannit den Zuckerarten vollkommen 
hinsichtlich der Harnstoffassimilation, sowie auch in bezug auf die 
Ureasebildung. Die Oxalsaiure erweist sich als ein Stoff, der nicht als 
Material zur EiweiSstoffsynthese dienen kann, wenigstens nicht bei 
Aspergillus niger. Darum finden wir auch einen Untergschied im Ver- 
halten der Oxalsiure einerseits und der Glucose, des Glycerins, des 
Mannits andererseits; die letzten drei Verbindungen zeigen sich als 
gute Kohlenstoffquellen fiir den Pilz. Es bleibt nun noch zu untersuchen, 
ob der Pilz darauf reagieren wird, wenn man ihm Sauren, wie Milch- 
und Weinsaure, verabreicht, auf denen sich der Aspergillus niger gut 
entwickelt. Es ist méglich, daB man, je nachdem, ob der Harnstoff 
aus der Kultur nach Zugabe der betreffenden Kohlenstoffquelle ver- 
schwindet oder nicht, den Grad der Tauglichkeit derselben fiir die 
Entwicklung des gepriiften Pilzes bemessen kann. 

Indem ich eine groBe Anzahl Analysen von Pilzkulturen ausfiihrte, 
die auf einer bestimmten Menge Pepton (3 g) gewachsen waren, konnte 
ich bestandig konstatieren, daB eine Menge von bzw. 30, 40, 48,6 mg 
Harnstoff gebildet wird und nicht mehr, wie sehr auch die Zeit der 
Entwicklung fiir Aspergillus niger verlangert wurde und wie sehr auch 
die Bedingungen der Kultur verbessert wurden. 

Ich stellte Versuche mit anderen Pilzen an, und nach langdauerndem 
Kultivieren auf gewoéhniicher Salzlésung mit 3g Pepton kam ich zu 
dem gleichen Resultat: 

40tagige Kultur Penicillium multiflorum gab 36,8 mg Harnstoff 

« »  Thieghemella orchidis as ae oe - 

35 ” » »» o S79 ” 

Indessen belief sich die Menge des ammoniakalischen Stickstoffs 
in der Portion im letzten Versuch bis auf 397,6 mg. Somit betrug die 
Menge des gebildeten Harnstoffs auf 3g Pepton, d.h. auf 480 mg 
Gesamtstickstoff, nicht tiber 57,9 mg. 
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In anderen Proben, in denen nicht 3g, sondern 5g und mehr 
Pepton genommen worden waren, vermehrte sich dementsprechend 
die Menge des Harnstoffs. 

Alle diese Tatsachen fiihrten zu dem Schlusse, daB hier der Harn- 
stoff nicht aus Ammoniak und Kohlensaure synthetisiert wird, wie bei 
Tieren und héheren Pilzen (Bovisten), sondern er entsteht durch Um- 
wandlung von Zerfallsprodukten des Eiweifstoffs, vielleicht des 
Arginins. 

Die fermentative Umwandlung des Arginins wird gegenwartig auBer 
Zweifel gestellt. Zum ersten Male war dieselbe von F. Kutscher') bei der 
Autolyse der Thymusdriise konstatiert worden und darauf endgiiltig von 
Kossel und Dakin*) bewiesen. Die Arginase — das Ferment, welches das 
Arginin in Harnstoff und Ornithin spaltet — hatte K. Shiga*) im Hefesaft 
aufgefunden, aber der Charakter der Spaltung wurde in seinen Versuchen noch 
nicht aufgeklart. Seit 1907 hatte A. R. Kiesel*) (Moskau) umfassende 
Untersuchungen iiber die Pflanzenarginase ausgefiihrt; nach seinen Ver- 
suchen erwies sich, daB bei vielen Pflanzen, wie bei Lupinen, Weizen- 
keimlingen, Triiffeln (Tuber mesentericum), Champignons, eine sehr 
energische Arginase vorhanden ist. Nach den Angaben der Autoren, die 
mit Arginase arbeiteten, traten aber als Zerfallsprodukt des Arginins auBer 
Ornithin auch noch Ammoniak auf, da sich zur Arginasearbeit auch die 
Ureasetitigkeit beigesellt. 

Bei Aspergillus niger war der fermentative Zerfall des Arginins von 
Jaloustre*) im Jahre 1908 festgestellt worden, aber die Zerfallsprodukte 
waren nicht untersucht worden. 


Da aber K. Shibata bei diesem Pilze schon im Jahre 1904 die Urease 
aufgefunden hatte, die dann von Kiesel ().c.) untersucht wurde, so 
schien es zweifellos, daB bei der fermentativen Umwandlung des 
Arginins bei Aspergillus niger Ammoniak aus Harnstoff erhalten werden 
muB. In der vorigen Arbeit (1. c.) habe ich gezeigt, daB Pilze auf Pepton 
und Gelatine ganz ohne Urease zu kultivieren sind, daher stieg mir der 
Gedanke auf, die Harnstoffanhaufung im LebensprozeB des Aspergillus 
niger sei durch die Entstehung desselben aus Arginin zu erklaren, 
welch letzteres sich wegen der Abwesenheit von Urease nicht weiter 
zersetzen konnte. Um den Beweis dafiir zu erbringen, ziichtete ich 
den Pilz nicht auf Gelatine oder Pepton, die beide Arginin enthalten, 
sondern auf einzelnen Aminosiuren. Indem ich Aspergillus niger 
einzeln, auf Alanin oder Asparagin wachsen lieB, konnte ich keine 
Harnstoffbildung konstatieren. Das Pilzhautchen war jedoch sehr 


1) F. Kuischer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 34, 114, 1901. 

2) Ebendaselbst 41, 321; 42, 181, 1904. 

*) K. Shiga, ebendaselbst 42, 505, 1904. 

*) A. R. Kiesel, Arginin und dessen Verwandlung in Pflanzen. Moskau 
1916. Ebendaselbst 118, 247, 1922. 

5) Jaloustre, Memoire presenté & la Faculté des sciences de Paris 1908. 
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schwach, deshalb wandte ich mich zur Kultur auf einem Gemisch von 
reinen Aminosauren, das sehr gut entwickelte Mycelien lieferte. Die 
zahlreichen Versuche zeigten ganz deutlich, daB Aspergillus niger in 
einer Kultur auf Aminoséuren keinen Harnstoff hervorbrachte, nur 
bei langdauernder Kultur zeigten sich geringe Mengen, die aber bei 
der Autolyse des Pilzeiweibstoffs aus Arginin entstanden sein kénnen, 
wie aus dem Versuch 8 zu ersehen ist. 


Versuch &. 
Nahrsalzlésung, 0,1 g Saccharose urd ein Gemisch von Aminosdéuren 
(lg Alanin, 0,5g Leucin, 0,5g Asparaginséiure, 0.1 g Tyrosin); 6- und 
13tagige Kulturen von Aspergillus niger. 





6 Tage 13 Tage 


Trockengewicht des Mycels in mg . 440 280 
N des Mycels in mg 25,7 16,2 
In der Kulturfliissigkeit: 

Ammoniakal. N in mg 119.3 189.5 

Harnstoff in mg Marke 0 23 
Bei wiederholtem Versuche: 

Trokengewicht des Mycels in mg ...... 420 220 

Gesamt-N des Mycels in mg i a 29,8 11,2 
In Kulturfliissigkeit ammoniakal. Ninmg.. . 157,1 205,3 
In Kulturfliissigkeit Harnstoff in mg 0 2,0 


Nach 6 Tagen wurde, trotz der guten Entwicklung des Pilz- 
hautchens, keine Spur von Harnstoff') in der Kulturfliissigkeit vor- 
gefunden. Als aber die Kultur auf 13 Tage stehengelassen wurde, trat 
im Mycel Autolyse ein, die Menge der Trockensubstanz sank von 440 
auf 280mg und die Stickstoffmenge im Mycel von 25,7 auf 16,2 mg. 
In dieser Zeit begann der Zerfall des EiweiBstoffs, und aus dem Arginin 
desselben konnte der Harnstoff in einer Menge von 2,0 bis 2,3 mg 
entstehen, wie das in den vorigen Versuchen beobachtet wurde. 


Im folgenden wird das noch verstaéndlicher. Wenn aus 3g Pepton 
bei einer Pilzkultur 57,9 mg Harnstoff erzielt wurden, so wiirde man, wenn 
sich der Harnstoff nur aus Arginin bildete, bei der Berechnung finden, da8 
diese Menge Harnstoff aus 168,0mg Arginin entstehen konnte 
(57,9 , ae) Wenn aber 3g Pepton beim Zerfall 168,0mg Arginin 

y 
lieferten, so enthalt demnach das Wette-Pepton 5,6 Proz. Arginin. Nach 
den Angaben von Levene und van Slyke*) sind aber in demselben nur 
1,48 Proz. Arginin enthalten. Hieraus folgt, daB wir bei Anwendung von 
Pilzkulturen durch die Bildung von Harnstoff als Abjallsprodukt imstande 


1) Indessen wurden im Versuch 7 bei Entwicklung des Pilzes auf 
Pepton, wo fast ein eben solches Trockengewicht des Mycels erhalten 
worden war, 35,0 mg Harnstoff konstatiert. 

2) Levene und van Slyke, diese Zeitschr. 18, 440, 1908. 
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sind, das Arginin im Eiweifstojf auf biologischem Wege genauer zu bestimmen, 
als mit Hilje chemischer Methoden. 

Zum Beweise dieses Satzes stellte ich noch Versuche iiber die Ent- 
wicklung des Pilzes auf EiweiBstoff an, welcher reich an Arginin ist, 
namlich auf Edestin aus Hanfsamen, das nach verschiedenen Angaben 
von 11,2 bis 14,17 Proz. Arginin') enthalt. Anfangs fiigte ich zur 
Nahrsalzlésung 3 g Edestin in Pulverform zu, nach stattgefundener 
Sterilisation besite ich mit Sporen von Aspergillus niger. Nach 
11 Tagen erhielt ich: 





Trockengewicht | _ Im Nahrmedium 
des Mycels | Harnstoff Ammoniakal. N 
mg mg mg 
464.3 61,3 205.0 


Ein Teil des Edestins war aber unverandert im Niederschlag 
geblieben, so daB es nicht gelungen war, die Menge des gesamten 
Arginins im zugefiigten Edestin zu bestimmen. Daher beschloB ich, 
dem Pilze als Kohlenstoff- und Stickstoffnahrung die Produkte der 
volilstaéndigen Hydrolyse des Edestins darzureichen. Hierbei erhielt 
ich eine gréBere Ausbeute an Harnstoff. 


Versuch 9. 


15 g Edestin wurden wahrend 25 Stunden mit 300 ccm 30proz. Schwefel- 
sdure gekocht; die Huminsubstanzen wurden abfiltriert, das Filtrat mit 
Baryt neutralisiert, das entstandene Bariumsulfat abfiltriert, die Produkte 
der Hydrolyse des Edestins auf dem Wasserbade eingedampft. Portionen 
von Hydrolyseprodukten zu 20 ccm, welche 198,0 mg N enthielten, wurden 
als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle zur Entwicklung der Kultur von 
Aspergillus niger in 100 cem gewéhnlicher Nahrsalzlésung bei 35° angewandt. 
Nach 5., 7- und 1] tagiger Entwicklung wurden die Kulturprodukte unter- 
sucht; in einem Falle wurden zur 7 tagigen Kultur noch 20ccm 
Hydrolyseprodukte des Edestins (198,0mg N) hinzugefiigt und noch 
4 Tage lang stehengelassen. 





Kultur “7 oe des Mycels Harnstoff — , oy es 
mg mg mg mg 

Fiinfié@gige ...... 383,9 | 25,4 60,2 | 124.4 
Siebentigige. ..... 285,7 14,8 598 | 132.7 
Ss sé 5 4s 0s 2835 | 124 59.6 | 134.1 
Siebentaégige Zugabe v. 

198,0mg N-Edestin- | 

hydrolysats und noch 

viertagiges Steher.- on 

WE «6 4-0 8 «10 of 670,0 37,1 116,6 


') Kossel und Patten, Zeitechr. f. physiol. Chem. 88, 39, 1903. 
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Bei der Wahl eines EiweiBstoffes, der viel reicher an Edestin ist 
als das Witte-Pepton, wurde entsprechend mehr Harnstoff erhalten: 
auf 198,.00mgN..... . 59,6mg Harnstoff 
Mee a mee as ee ESD - 
nach Berechnung auf 480,0 ,, Edestin-N . . 141,0 ,, ‘i 
im Wite-Pepton auf 480.0 , N...... 57,9,, ms 

Somit hangt die Menge des Harnstoffs in der Kultur davon ab, 
wieviel Arginin im Eiwei$stoff enthalten ist, der dem Pilze zur Nahrung 
verabreicht wird. Im folgenden Ansatz wurde der Versuch gemacht, 
einen Vergleich zwischen der zu erwartenden und der erhaltenen Harn- 
stoffmenge bei Entwicklung des Piizes auf Edestinhydrolyseprodukten 
anzustellen. 

Versuch 10. 

15 g Edestin wurden einer Hydrolyse wahrend 24 Stunden mit 200 ccm 
Salzsiure unterworfen; der Niederschlag von Huminsubstanzen wurde 
abfiltriert, das Filtrat verdampft und der gréBte Teil des Chlorwasserstoffs 
im Vakuumexsikkator iiber Natronkalk entfernt; der Rest wurde in Wasser 
gelést und einzelne Portionen desselben zur Entwicklung des Pilzes ver- 
wendet. Nahrsalzlésung; zu den Kulturen wurden 10 cem Edestinhydrolyse- 
produkte (mit 188,0 mg N) hinzugefiigt, zu anderen 30 ccm (mit 564,0 mg N). 
Kultur von Aspergillus niger bei 35°. 


Nach 10 Tagen. 





Nach Be- 
Trocken- 6N des § Ammoniak sochaun 
. gewicht des - "| Harnstoff sone. ng 
Kultur Mycels Mycels N im Filtrat cone 


mg mg mg mg my 


Zehntigige mit 10ccm 
Edesti:.hydrolysat . . | , ; 143,5 48,1 49,1 
Zehntagige mit 30ccm | 
Edestinhydrolysat . . | , 325,9 145,0 1473 
Fiinftagige mit 30ccm 
Edestinhydrolysat, 
dann noch 20 cem des- | 
selben Hydrolysats | 
(376,0mg N) steril zu- | 
gefiigt und noch5 —_ 
stehengelassen . . 


Im dritten Ansatz wurden bei der Pilzkultur 242,0 mg Harnstoff 
erhalten; der Vergleich der beiden letzten vertikalen Kolonnen zeigt, 
daB die Menge des erhaltenen Harnstoffs mit derjenigen des aus Edestin- 
arginin berechneten fast tibereinstimmt#). Diese Zahlen weisen be- 
stimmt auf die Entstehung des Harnstoffs aus Arginin hin. 


| 


1080.0 | 57,7 716,7 242.0 245,4 


1) Es wurde berechnet unter der Annahme, da Edestin 14,17 Proz. 
Arginin enthalt. Die Berechnung kann keine groBe Genauigkeit beanspruchen, 
da aus den Hydrolyseprodukten, die zur Nahrung verwendet waren, die 
Huminsubstanzen entfernt sind. 
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Im weiteren fiihrte ich in die Kultur des Aspergillus niger Arginin 
in Form von Salz ein. Ich erhielt 5 g Argininnitrat von Prof. C. Neuberg 
und etwas Argininpikrat von Prof. A. R. Kiesel (Moskau); den ge- 
nannten Professoren spreche ich meinen tiefsten Dank aus. 

Einige Male setzte ich das Argininsalz zu Beginn des Versuchs 
hinzu, so daB der Pilz einen Teil des Arginins fiir den Aufbau seines 
Eiweibstoffs benutzen konnte ; in anderen Fallen reichte ich das Arginin 
steril dar, zu einer Zeit, als sich das Pilzmycel bereits gebildet hatte. 
Hierbei ging das Arginin quantitativ in Harnstoff iiber. In Versuch 11 
benutzte ich Arginin, das aus dem Pikrat abgeschieden und in Sulfat 
iibergefiihrt worden war; hier bestimmte ich in einer einzelnen Probe 
den Stickstoff des Arginins und berechnete, wieviel Harnstoff aus dem- 
selben entstehen kénnte. 

Versuch 11. 

Nahrlésungsalze, 0,1 g Saccharose und ein Gemisch von Aminosdéuren 
(1,0g Alanin, 0,5 g Glykokoll, 0,2 g Leucin, 0,1 g Tyrosin). 1. bis 2. die 
entsprechende Lésung. 3. Die entsprechende Lésung + 10 ccm Arginin- 
lésung (mit 37,10 mg N). Kultur von Aspergillus niger. 

Nach 5 Tagen bei 35° hat sich erwiesen: 





||1, Ohne Arginin| 2. Mit Arginin 


Trockengewicht des Mycels in mg ..... 320 370 
Harnstoff in der Kulturfliissigkeit in mg . . 0 33,55 


Aus zugefiigtem Arginin wurden erhalten 33,55mg Harnstoff, nach 
Berechnung waren zu erhalten 39,73 mg Harnstoff. 

Nach fiinftagigem Kultivieren auf Aminoséurelésung ohne Arginin 
(zweite Portion), wurden steril hinzugefiigt 10 cem Argininlésung (mit 
74,2 mg N). Nach 3 Tagen erwies sich in der Kultur: Trockengewicht 
des Mycels 340mg; in der Kulturfliissigkeit: Ammoniakalischer N 
238,6 mg, Harnstoff 78,42 mg. 

Aus dem zugefiigten Argininstickstoff miiBten 79,46 mg Harnstoff 
entstehen, es wurden 78,42 mg erhalten. Die nahe Ubereinstimmung 
der zu erwartenden Menge Harnstoff aus Arginin mit der tatsachlich 
erhaltenen spricht fiir die Méglichkeit, auf diesem Wege die Menge 
des Arginins im Nahrsubstrat zu bestimmen. Der auf Eiweifstoffen 
oder auf Aminoséiuren kultivierte Aspergillus niger enthalt reichlich 
Arginase und ist véllig der Urease beraubt, welche sich als ein Abfalls- 
produkt anhauft und als MaB der Argininzersetzung dienen kann. 


In dieser Hinsicht scheinen sich die Pilze von einigen Bakterien zu 
unterscheiden. So hat 7’. Takahata') gefunden, daB ein Zusatz von Leucin 


1) T. Takahata, diese Zeitschr. 140, 166, 1923. 
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zur Kultur von Bakterien die Bildung der Urease bei den Proteusbakterien 
bedeutend verstarkt, aber offenbar spielen hier die Aminoséuren die Rolle 
eines Puffers zur Bildung geeigneterer Verhiltnisse bei der Ureasebildung. 

Da ich die Umwandlung des Arginins bei der Entwicklung des 
Aspergillus niger beobachten wollte, stellte ich einen Versuch an, bei 
dem dieser Pilz als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle nur Arginin in 
Form von Nitrat erhielt. 


Versuch 12. 
Nahrsalzlésung 50 ccm und als C- und N-Quelle je 10cem Arginin- 
nitratlésung zugefiigt, welche 0,1881 g Argininbase enthielt. Kulturen von 
Aspergillus niger, 10 und 14 Tage. 





Trockengewicht) N im Ammoniak.| Menge Menge Summe des N—NH 


— des Mycels Mycel |N im Filtrat Harnstoff —— on “py ; 
mg mg m | m mg mg 
10 61,9 2.02 29,47 58,36 27,24 58,73 
14 40,6 | 1,56 29,91 59,04 27,56 59,03 


Es war zu erhalten Harnstoff-N 30,26 mg. 
Es wurde erhalten Harnstoff-N 27,56 mg. 


Von Interesse ist, daB die Gesamtmenge des Argininstickstoffs 60,52 
fast iibereinstimmt mit der Summe des Stickstoffs 59,03, die durch 
Addition des Ammoniak-Mycel- und des Harnstoffstickstoffs erhalten wird. 

Bei der Wiederholung des Versuchs, bei dem 0,3123 g Argininbase 
zugefiigt worden waren, wurden erhalten: 


10 | 69.2 | 203 | 48,06 | 99,96 46,66 96,78 


Aus 0,3123 g Arginin konnte erhalten werden: Harnstoffstickstoff 
50,25 mg, gefundener Harnstoffstickstoff 46,66 mg. 


Man erhalt das Bild einer fast vollstandigen Umwandlung des 
Argininstickstoffs in zwei gleiche Teile: in Ammoniak- und in Harnstoff- 
stickstoff, und nur ein geringer Teil der Gesamtsumme, 2,03 mg, ging 
in den Bestand des Mycels iiber. 


In den folgenden Versuchen entwickelte sich Aspergillus niger auf 
Aminosauren, darauf wurde Arginin zur Kultur hinzugefiigt. 


Versuch 13. 


Nahrsalzlésung 50ccm und Gemisch von Aminoséuren (1 g Alanin, 
0,1 g Tyrosin, 0,1 g Leucin, 0,1 g Glykokoll). Kultur von Aspergillus niger 
bei 35°. Nach fiinftagiger Entwicklung wurden zur ersten (Kontroll-) 
Portion 10 ccm Wasser hinzugefiigt, zur zweiten 10 ccm Argininnitratlésung 
mit einem Gehalt von 0,1881 g Argininbase, zur dritten 10 ccm einer Lésung, 
welche zweimal soviel Arginin, d. h. 0,3762 g enthielt. Nach dieser Zugabe 
standen die Portionen noch 5 Tage. 

Im Resultat ergab sich zehntagige Kultur: 
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Trock icht N A iakal. N 
Portion ‘nn = des Mycels “im | Filtrat | Harnstoff 
mg mg mg | mg 
DB, Se «se 6 112 6,41 119.3 0,85 
2. 0,1881g Arginin. . . 148 9,53 155.8 59,90 
3. 0,3762 g Arginin. . . 152 11,04 201,6 | 121,96 
Resultate: 
Es wurde erhalten Es war zu erwarten nach 
Harnstoff Berechnung aus Arginin 
2. 0,1881g Arginin. . . 28,0 30,26 
3. 0,3762g Arginin. . . 56,96 60,52 


In einem anderen Versuch wurden bei sonst gleichen Bedingungen 
10ccm Argininnitratlésung zugefiigt, welche 0,2125g Argininbase 
enthielt. 





'|/Trockengewicht|  N | Ammoniakal. N 
Portion r= Mi _ des Mycels “im Filtrat Harnstoff 
mg "mg mg mg 
| 
Kontrolle ....... 136 8,11 107,6 Spuren 
Arginm ..-.-+..-. 120 8,52 1413 67,98 


Nach Berechnung war zu erwarten, Harnstoff-N 34,24 mg, es 
wurde erhalten 31,73 mg. 

In den Versuchen 12 und 13 wurde das Arginin unter Ausscheidung 
von fast der theoretischen Menge Harnstoff gespalten. 

Besondere Aufmerksamkeit verdient die Tatsache, daB die an 
Arginin gebundene Salpetersiure unverandert bleibt und unter den 
obwaltenden Versuchsbedingungen nicht zu Ammoniak reduziert, wird. 


Unlangst hat S.Hino') verschiedene Bakterien auf Arginin mit 
Mineralsalzen kultiviert und gefunden, daB einige derselben, wie z. B. Bac. 
pyocyaneus und Bac. fluorescens, sich bei Gegenwart von Arginase und 
Urease entwickelten, andere aber, wie Bac. coli, wahrscheinlich keine 
Urease hervorbrachten, da in der Kulturfliissigkeit kein Ammoniak ge- 
bildet wurde. Es erwies sich, da8SB man nach Abtétung der Bakterien die 
Tatigkeit der Urease und Arginase weiter verfolgen kann. Also liegen bei 
den Bakterien kompliziertere Verhaltnisse als bei den Pilzen vor. Die 
Versuche von Hino miissen, was die quantitative Bestimmung anbelangt, 
wiederholt werden ; vielleicht gelingt es auch, mit einigen Bakterien dieselben 
Beziehungen hervorzurufen. Das Kultivieren der Pilze ohne Urease gibt 
die Méglichkeit, sie zur Bestimmung der Argininmenge im Eiweifstoff 
oder in den Zerfallsprodukten des letzteren zu benutzen. 


1) Saburo Hino, Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 100, 1924. 
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A. Kossel und R. Eberhard Gross!) haben soeben ein Verfahren der 
quantitativen Bestimmung des Arginins in EiweiSstoffen veréffentlicht: 
das Arginin wird an F lavianséiure gebunden und in Form einer unldéslichen 
Verbindung ausgeschieden. Diese Methode erwies sich genauer als die friiher 
von Kossel vorgeschlagene Fallung des Arginins als Silbersalz in Gegenwart 
von Atzbaryt. 

Ich glaube, daB man in Fallen, wo das Arginin in sehr kleinen 
Mengen (0,5 bis 1 g) Eiweibstoff oder in dessen Zerfallsprodukten 
zu bestimmen ist, zu dem von mir eben beschriebenen Verfahren greifen 
kann. In der niachsten Abhandlung beschreibe ich die quantitative 
Bestimmung des Arginins in 0,4g Eiwei®stoff, der aus dem Proto- 
plasma des Myxomyceten Aethalium septicum erhalten wurde. 

Aus 400mg Eiweibstoff wurde erhalten Harnstoff 16,88 mg, 
was nach Berechnung aus 48,98mg Arginin ausgeschieden werden 
konnte, d.h. der EiweiBstoff des Myxomyceten enthalt 12,24 Proz. 
Arginin auf Trockengewicht. 

Weiter will ich die Argininmenge in anderen Eiweifstoffen unter 
Benutzung von Kulturen ureasefreier Pilze bestimmen. 

Natiirlich kénnte man statt lebender Pilze auch die Spaltung des 
Arginins durch gepulvertes Mycel vornehmen, aber die Tatigkeit der 
Fermente in getéteten Pilzen erscheint bedeutend geschwichter als 
in lebenden, und deswegen kann man nicht darauf rechnen, daB die 
Reaktion des Argininzerfalls so glatt verlaufen wird, wie mit dem 
lebenden Pilze. 

Die angefiihrten Daten zeigen, daB die Pilze in kiinstlicher Kultur 
Harnstoff aus dem zum Nahrmedium zugefiigten Arginin bilden. 
In dieser Hinsicht miissen sie den héheren Pilzen, Bovisten und Cham- 
pignons, gegeniibergestellt werden, bei denen der Harnstoff synthetisch 
aus den Zerfallsprodukten gebildet wird und bei denen die Menge des 
Harnstoffstickstoffs nach meinen Ergebnissen die Hilfte des Gesamt- 
stickstoffs des Pilzes erreicht. Der Harnstoff bei Aspergillus niger 
erscheint als Abfallsprodukt, da der Pilz unter den vorliegenden Ver- 
suchsbedingungen véllig frei von Urease ist. Das Einfiihren so wert- 
voller Kohlenstoffquellen wie Zuckerarten, Mannit und Glycerin in die 
Kultur, ruft die Bildung der Urease hervor, unter deren Einwirkung 
der Harnstoff zersetzt und vom Pilze utilisiert wird. Obgleich der 
Ursprung des Harnstoffs bei héheren Pilzen, bei Aspergillus niger und 
einigen anderen Vertretern, vérschieden ist, so eatsteht derselbe doch 
unter gleichen Bedingungen des Pilzwachstums, namlich, wenn die 
Urease verschwindet und die Quelle der Kohlenstoffnahrung in Form 
von Zucker, Mannit und dergleichen versiegt. 


1) A. Kossel und R. Eberhard Gross, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1385, 
167, 1925. 
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Das Verschwinden der Urease in Pilzen deutet auf die Méglichkeit 
der Harnstoffbildung in Pilzen hin, worauf schon lingst A. R. Kiesel 
(l. ec.) hingewiesen hat. Weiterhin muB man die Bedeutung der Urease- 
bildung in griinen Pflanzen, besonders in solchen, welche groBe Vor- 
rite von EiweiBstoff besitzen, wie Lupinen, aufkliren. LaBt man die- 
selben im Dunkeln aufwachsen, so kann man das Verschwinden der 
Kohlenhydrate erzielen; unter solchen Bedingungen kann man in den- 
selben eine Harnstoffanhaufung untersuchen. Einige vergleichende 
Versuche A. R. Kiesels (mit Sonnenblumen) zeigen, daB Atiolierte 
Keimlinge bedeutend kleinere Mengen Urease enthalten als die grimen. 

Weitere Untersuchungen sind nétig, welche die Rolle der Urease 
und des in einigen Fallen durch Fosse bei griinen Pflanzen entdeckten 
Harnstoffs erklaren wiirden. 


SchluBfolgerungen. 

1. Pilze, die in reiner Kultur geziichtet werden und nicht auf 
einem Substrat, das EiweiBstoffe oder deren Zerfallsprodukte enthalt, 
bilden Harnstoff, dessen Menge in einzelnen Versuchen bis zu 242,0 mg 
betragt. 

2. Der Harnstoff entsteht unter den angewandten Bedingungen 
aus dem Arginin, das sich unter den Zerfallsprodukten von EiweiB- 
stoffen befindet. Auf reinen Monoaminosauren bildet der Pilz keinen 
Harnstoff. 

3. Bei der Entwicklung des Aspergillus niger auf Arginin als 
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle geht die eine Halfte des Stickstoffs 
in Harnstoff, die andere in Ammoniak iiber. 

4. Eine derartige ureasefreie Kultur des Pilzes kann zur Be- 
stimmung des Arginins im EiweiBstoff oder in dessen Zerfallsprodukte 
benutzt werden, da der aus dem Arginin vollkommen abgespaltene 
Harnstoff quantitativ nach Fosse bestimmt werden kann. 





Uber den EiweiSstoff des Protoplasmas der Myxomyceten. 
Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 


[Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg- 


(Leningrad). } 
(Eingegangen am 16. Juli 1925.) 


Vor 45 Jahren hat J. Reinke') in seinen klassischen Unter- 
suchungen den kiihnen Versuch unternommen, eines der interessantesten 
Probleme der Biochemie zu lésen, nimlich die chemische Zusammen- 
setzung des Protoplasmas zu ermitteln. Da es fast unméglich ist, aus 
den Zellen héherer Pflanzen geniigende Mengen von Protoplasma aus- 
zuscheiden, weil dieses durch die Zellwande dauerhaft geschiitzt ist, so 
wandte sich Reinke der chemischen Untersuchung der Schleimpilze, 
der Myxomyceten zu, die man damals wegen des Fehlens der Zell- 
wande als aus reinem Protoplasma bestehend ansah. Zurzeit wissen 
wir, daB sich in den Plasmodien der Myxomyceten Zellkerne mit einem 
eigenartigen Protoplasma befinden; diese Tatsache darf man bei der 
Wertung der Reinkeschen Resultate nicht iibersehen. Die Analysen 
der nackten Zellen von elementaren Organismen sind von duBerster 
Wichtigkeit, weil der gréBte Teil ihres K6rpers aus Protoplasma besteht. 
In dieser Beziehung stellen sie fiir Untersuchungen ein geeigneteres 
Material dar als z. B. Tiere, die hochdifferenzierte Zellen und Gewebe 
besitzen. Selbstverstandlich muBte man bei der Erforschung von 
Myxomyceten danach trachten, bestimmte chemische Verbindungen 
zu isolieren und nicht den gesamten Organismus einer summarischen 
Analyse zu unterwerfen. Uber diese Frage auBert sich Reinke folgender- 
maBen (l.c., 5.15): ,,Eine Elementaranalyse des Protoplasmas von 
Aethalium septicum kann an und fiir sich keinen gréBeren Wert be- 
anspruchen, als wenn man den ganzen Kérper eines héheren Tieres, 
z. B. einer Maus oder eines Frosches, trocknen, pulverisieren und durch 
Verbrennung analysieren wollte.““ Die Arbeitsweise Reinkes zielte 


1) J. Reinke, Studium iiber das Protoplasma I bis III. Unters. aus d. 
bot. Lab. der Universitat Géttingen 1881. LEinleitung in die theoretische 
Biologie. Berlin 1901. 
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darauf ab, aus den Myxomyceten spezifische Substanzen zu gewinnen. 
Die meisten der von Reinke erhaltenen Stoffe sind in jeder Pflanzenzelle 
aufzufinden, daher erscheinen diese nicht als eigentlich charakteristisch 
fiir das Protoplasma als solches; dagegen zeigt sich der Grundstoff 
der Myxomyceten — das Plastin — allem Anschein nach als Kern- 
substanz des Protoplasmas. Plastin nannte Reinke den Grundstoff 
der Myxomyceten nach Behandlung desselben mit Wasser, Alkohol, 
10 proz. NaCl, 0,2 proz. KOH und 0,2 proz. HCl. Nach Ansicht 
dieses Forschers, schlieBt sich das Plastin den Nucleinen an, oder es 
besteht aus Eiweibstoffen, die mit organischen Phosphorverbindungen 
verbunden sind. 


O. Loew') wiederholte Reinkes Untersuchungen iiber das Plastin und 
stellte dabei fest, daB seine Angaben noch nicht ausreichten, um diese 
Substanz ,,als einheitlichen Kérper zu charakterisieren“‘. Reinke fand im 
Plastin 12 Proz. Stickstoff, 53,49 Proz. C, 7,22 Proz. H und 2,15 Proz. P. 
Die Stickstoffmenge betragt 3,5 bis 4 Proz. weniger als bei anderen EiweiB- 
stoffarten, und dieser Umstand fiihrte Loew zu der Annahme, das Plastin 
von Reinke stelle einen stark verunreinigten EiweiSstoff dar. Loew fand 
in Myxomyceten ein in Wasser unldsliches, aber in Salzsaure lésliches 
Kohlenhydrat auf, das von Reinke nicht festgestellt worden war; auf Grund 
der Anwesenheit dieses Kohlenhydrates erklirt Loew die geringe Menge 
Stickstoff, die im Plastin enthalten ist. 

Die Bezeichnung ,,Plastin“ ist allgemein angewandt worden; viele 
Autoren, unter diesen auch Zacharias*), bedienen sich dieses Ausdruckes, 
aber die chemische Natur des Stoffes ist bisher unaufgeklart geblieben. 

Die wichtigste Frage, ob das Protoplasma etliche EiweiSstoffe enthalt, 
blieb bisher ohne eine bestimmte Antwort. Natiirlich besitzt das Proto- 
plasma unter normalen Ernaihrungsbedingungen VorratseiweiBstoffe, aber 
im Hungerzustand verbraucht die Zelle den gesamten Vorrat und in ihr 
verbleibt nur das Skelett des Plastins, das keine Reaktionen auf Eiwei®- 
stoff aufweist. Reinke (l.c., 8.10) hat ein derartiges eiweiBstoffloses 
Stadium des Protoplasmas an Algen beobachtet. Eine dem Bache 
entnommene Vaucheria wurde zerteilt, abgepreBt und eine Priifung auf 
EiweiBstoff angestellt; das Ergebnis war, daB es durch keine Reaktionen 
gelungen war, das Vorhandensein von EiweiSstoff nachzuweisen. Ebenso 
extrahierten die gebrauchlichen Lésungsmittel keine Spur von Eiweib- 
stoffen aus dem abgepreBten Reste. Loew *) konnte in den Algen Spirogyra 
keine Biuretreaktion wahrnehmen; diese Reaktion trat erst nach Verweilen 
des genannten Objektes in verdiinnter Lauge auf. Der verborgene Eiweib- 
stoffcharakter des Protoplasmas ist wiederholt auch an tierischen Objekten 
bemerkt worden; so hat Sosnowsky') bei Paramaecium iiberhaupt keine 
echten EiweiSstoffe aufgefunden. Vor verhaltnismaBig kurzer Zeit ist 
H. Walter®) an die Aufklarung der chemischen Natur des Plastins heran- 


1) O. Loew, Bot.-Ztg. 1884, 8. 113. 

2) Zacharias, ebendaselbst 1887, S. 281; Prog. rei. bot. 8, 67, 1910. 
3) Loew, Bot.-Ztg. 1884, S. 273. 

4) Sosnowsky, Centralbl. f. Physiol. 18, 1899. 

5) Heinrich Walter, diese Zeitschr. 122, 86, 1921. 
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getreten, indem er die Methode der Verdauung desselben durch Trypsin 
und Pepsin benutzte. Der Autor beobachtete die Auflésung des ge- 
waschenen Plastins durch Trypsin in Gegenwart von 0,5 Proz. Na,CO, 
und nimmt daher an, da8 in seinen Versuchen eine vollstandige Trypsin- 
verdauung stattfand, und da8B dieser Umstand auf die EiweiSstoffnatur 
desselben hinweist. Auf Grund der Beobachtungen der Plasmaauflésung 
durch Trypsin bei héheren Pflanzen vertritt der Autor die Ansicht 
nach meiner Meinung ohne geniigende Begriindung —, daB deren Plasma 
eine 4hnliche chemische Konstitution’ besitze wie das Plastin. 

In letzter Zeit hat W. W. Lepeschkin') Untersuchungen iiber die 
chemische Zusammensetzung des Protoplasmas der Plasmodien ausgefiihrt, 
aber die von ihm erzielten Ergebnisse unterscheiden sich nur wenig von den 
Resultaten Reinkes. Die von ihm angewandten Methoden kénnen vom 
Standpunkte der gegenwartigen Biochemie angefochten werden, auBerdem 
aber findet man in der Arbeit fast gar keine Angaben iiber Konstanten der 
von ihm ausgeschiedenen Substanzen vor. Das Plastin von Reinke rechnet 
er zu den Nucleoproteiden. 


Die Daten der klassischen Arbeiten von Reinke bediirfen in einigen 
Fallen einer Erginzung und Durchsicht; insbesondere betrifft das die 
EiweifBstoffe, die der Autor Myosin und Vitelin nennt und fiir die er 
keine Analysen anfiihrt, so daB ihre Natur undefiniert bleibt. In einigen 
Fallen (l. c.) bestimmt Reinke die ,,peptonoide Substanz“ nur auf 
Grund dessen, daB ,,dieselbe in Geruch und Geschmack teils an Fleisch- 
extrakt, teils an frische Brotrinde erinnert™. 

Obwohl die Untersuchung des Protoplasmas der Myxomyceten 
verlockend schien, ist diese Frage wenig beachtet worden in Anbetracht 
der verhaltnismaBigen Schwierigkeit, groBe Mengen Versuchsmaterial 
darzustellen. Schon langst habe ich mich fiir die Untersuchung der 
Natur der PilzeiweiBstoffe*) interessiert. Gegenwiartig im Besitz von 
800 g trockenen Materials von einigen Vertretern der Myxomyceten 
stellte ich mir die Aufgabe, aus den Myxomyceten EiweiBstoffe dar- 
zustellen und die Bestimmung ihrer Natur vorzunehmen. 


Das Untersuchungsmaterial. 


1. Den Myxomycetes Reticularia Lycoperdon habe ich auf einem 
Birkenholzlager in reifem Zustande in einer Menge von 400 g Trockengewicht 
gesammelt. Aus den Fruchtkérpern, die eine GréBe von 5 bis 7 cm im 
Durchschnitt erreichen, wurden die braun gefarbten Sporen ausgeschiittelt 
und zur Analyse verwendet. 

2. Brefeldia maxima, im Stadium des Plasmodiums, wurde von der 
Rinde abgenommen und in Alkohol gebracht. Das Material war mir von 
Prof. A. A. Jaczewsky verschafft worden. 

3. Die Plasmodien von Aethalium septicum wurden im Stadium der 
Schmandkonsistenz in einer Menge von 2024,0¢ von einem Baumstumpf 


1) W. W. Lepeschkin, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 41, 179, 1923. 
2) N. N. Iwanoff, Bull. de .l’ Acad. des Sciences de Russie 1918, 8. 397; 
diese Zeitschrift 137, 331, 1923. 
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abgenommen und mit 24 Liter Athylalkohol behandelt; darauf wurde der 
Alkohol abfiltriert, das Material getrocknet und im Moérser zerrieben. Das 
Gewicht betrug 407,0g. Das Plasmodium war von Prof. A. A. Richter in 
Perm gesammelt worden. Den genannten Professoren spreche ich fiir die 
Uberlassung dieses sehr wertvollen Materials meinen warmsten Dank aus. 


Die vorbereitende Behandlung des Materials. 


Das an der Luft getrocknete Material von Reticularia Lycoperdon 
und ebenso die nach dem Aufbewahren in Alkohol getrockneten 
Brefeldia maxima und Aethalium septicum wurden zuerst mit Ather 
im Soxhletschen Apparat, darauf mit Alkohol, heiBem Wasser, 0,5 bis 
1 Proz. Salzsiure!) extrahiert, sodann wieder mit Wasser, Alkohol und 
Ather und bei 105 bis 110° C getrocknet. Dieser ausgewaschene Riick- 
stand der Myxomyceten entsprach gewissermaBen dem Plastin von 
Reinke; bei den verschiedenen Myxomyceten variierte jedoch die 
Menge des Stickstoffs. 

So waren in den gewaschenen Sporen von Reticularia Lycoperdon 
8,58 Proz. N (0,4513g Trockensubstanz gaben 38,71 mg N) enthalten, 
in den Plasmodien von Aethalium septicum 10,0 Proz. N (0,2375 g gaben 
23,72 mg N), in den Plasmodien von Brefeldia maxima 1. 10,72 Proz. N 
(0,2604 g gaben 27,89 mg N), 2. 12,74 Proz. N (anderer Stamm) (0,1034 g 
gaben 13,17 mg N). 

Somit wies der Stickstoffgehalt des Materials starke Schwan- 
kungen auf und unterschied sich von Reinkes Plastin, das gegen 
12,0 Proz. N enthielt. 

Die Menge Phosphor stimmte auch nicht mit der von Reinke auf- 
gefundenen iiberein. 

Das Material, das 10,72 Proz. N (Brefeldia maxima) enthielt, wies 
1,34 Proz. P (0,5518g gaben 7,38 mg P) auf, und dasjenige mit 10,0 Proz. N 
(Aethalium septicum) wies 0,357 Proz. P (0,50g gaben 1,70mg P) auf, 
in anderen Fallen war der Phosphorgehalt geringer. Vielleicht sind die 
fir N und P von Reinke angegebenen Zahlen nur fiir eine Untersuchung 


des Autors giiltig; in anderen Fallen kann der Phosphor- und Stjckstoff- 
gehalt im Plastin, wie aus meinen Daten zu ersehen ist, stark variieren. 


Darstellung und Reinigung des EiweifSstoffes. 


Mit den gebrauchlichen Lésungsmitteln war es nicht gelungen, 
die EiweiBSstoffe aus dem Plastin zu extrahieren, daher wurde versucht, 
sie mit Hilfe von Saéuren zu erhalten, eine Methode, die ich bei der 
Darstellung der EiweiSstoffe aus Pilzen angewandt habe. In einigen 





1) In einem Falle, _wie es z.B. bei Aethalium septicum stattfand, 
wurde das Waschen mit Salzsiure vor der Auflésung des gesamten CaCO, 
ausgefiihrt. 
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Fallen wurde die Extraktion des Eiweibstoffes nach Winterstein') aus- 
gefiihrt; das Material wurde auf dem Wasserbad wahrend 10 bis 
15 Minuten mit 24 proz. Salzsiure behandelt, der Extrakt filtriert, 
mit Wasser verdiinnt und mit Phosphorwolframsaure gefallt, woraus 
der Eiwei®stoff sodann durch Zersetzung des Niederschlags mit Atz- 
baryt erhalten wurde. In anderen Versuchen bediente ich mich der 
Extraktion mit l10proz. Schwefelsiure wihrend 2 Stunden auf dem 
Wasserbade, und endlich behandelte ich einige Male das Plastin mit 
der zehnfachen Menge 70proz. Schwefelsiure bei einer Temperatur 
von 30°C im Verlauf von 2 x 24 Stunden; der Eiweifstoff wurde hier 
nach dem Verdiinnen mit Wasser ebenfalls mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt. 

In geringen Mengen wurde der Eiweifstoff aus den Sporen der 
Myxomyceten erhalten; das Material wurde auf dem Wasserbade mit 
24proz. Salzsiure 10 bis 15 Minuten lang erwarmt. 

Aus 17,8g Sporen Reticularia Lycoperdon 1,35g EjiweiSstoff 
= 7,59 Proz. 

Aus 115g Sporen Reticularia Lycoperdon 8,02g LEiweibstoff 
= 7,0 Proz. 

Aus 6g Sporen Aethalium septicum 0,49 g EiweiSstoff = 8,2 Proz. 

Aus dem Plastin der Plasmodien wurde mehr EiweiSstoff erhalten: 

5,6 g Plastin Reticularia Lycoperdon 0,91 g EiweiSstoff = 16,25 Proz. 

5,52 ™ Brefeldia maxima 0,8l ¢g = = 14,79 ,, 

Aus dem Plastin der Plasmodien von Aethalium septicum: 

a) nach 10 bis 15 Minuten langem Erwarmen mit 24proz. Salzsaure: 

l. aus 4g Plastin 0,44g Eiwei@stoff, d. i. 11,0 Proz. 
.~uce | Gite * d.i.11,5 ,, 
3. ». We at 2,10 ¢ 99 414,303 

b) nach zweistiindigem Erwairmen auf dem Wasserbade mit 10proz. 
Schwefelsaure : 

1. aus 10g Plastin 1,1 g EiweiBstoff, d.i. 11,0 Proz. 
2. » 2g - 2.1¢g a Sats . 

c) nach teilweiser Hydrolyse mit 70proz. Schwefelsiure im Verlaufe 
von 2 Tagen bei 30°C: 

1. aus 10g Plastin 0,8 g EiweiBstoff, d.i. 8 Proz. 
% » Wg ae 0,9 g le es. 2- w 

Die Ausbeute an EiweiSstoff war verhaltnismaBig gleich groB in 
den ersten zwei Fallen, sie schwankte zwischen 10,5 bis 11,5 Proz., 
nur die partielle Hydrolyse mit 70proz. Schwefelsiure hat die Aus- 
beute bis auf 8 bis 9 Proz. verringert. 

Auf diesem Wege ist es gelungen, aus dem Plastin mittels Saure- 
hydrolyse 8,0 bis 16,25 Proz. EiweiBstoff zu erzielen. Selbstverstandlich 


1) E. Winterstein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 26, 438, 1898/1899. 
E. Winterstein und Hofmann, Hojmeisters Beitr. 2, 404, 1902; Hofmann, 
Uber die chemischen Bestandteile einiger Pilze. Ziirich 1901; Reuter, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 78, 167, 1912; N. N. Iwanof/, Bull. de Acad. des Sciences 
de Russie 1918, S. 397; diese Zeitschr. 187, 320, 1923. 
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erscheint das durch Sauren ausgeschiedene Produkt als veranderter 
EiweiBstoff, und es ware richtiger, denselben als Pepton zu bezeichnen. 
Der ausgeschiedene Eiweifstoff wurde nach Entfernung des Bariums 
wie auch der Schwefelsiure in einer geringen Menge Wasser geldst 
und in eine groBe Menge 95proz. Athylalkohols eingegossen. Der un- 
bedeutende Niederschlag wurde abfiltriert ; in der alkoholischen Lésung 
befand sich der gereinigte EiweiBstoff. der nach Entfernung des 
Alkohols getrocknet und der Analyse unterworfen wurde. 


Eigenschaften des aus dem Plastin dargestellten EiweiSstoffes. 


1. Leicht léslich in Wasser und in 80- bis 85proz. Athylalkohol. 

2. Gereinigt enthalt derselbe 16,47 bis 16,77 Proz. N, 

a) aus Reticularia Lycoperdon, 84,8mg Substanz gaben 
13,97 mg N, d.h. 16,47 Proz. N; 

b) aus Aethalium septicum, 73,6 mg Substanz gaben 12,34 mg N, 
d.h. 16,77 Proz. N. 

3. Zeigt farbige Eiweibstoffreaktionen. 

4. Wird durch Kupferoxydhydrat, Phosphorwolframsiure und 
Bleiessig gefallt. 

5. Nach voélliger Saiurehydrolyse (s. weiter unten) geht etwa die Halfte 
des Gesamtstickstoffes in den Phosphorsaureniederschlag iiber, 
aus dem Arginin, Histidin und Lysin isoliert worden sind. 

6. Ohne vorhergegangene Hydrolyse spaltet der EiweiBstoff nach 
van Slyke 8,02 Proz. N ab; 0,2087g enthielten im ganzen 
24,37 mg N, gaben nach van Slyke NH,-N — 1,95 mg, d. h. auf 
den Aminostickstoff kommen 8,02 Proz. des gesamten N. 


Hydrolyse von 10 ¢ Eiweifstoff aus Myxomycetes. 

10 g EiweiBstoff wurden mit 300 ccm einer 25proz. Schwefelsdiure 
im Verlauf von 12 Stunden gekocht, mit Wasser verdiinnt und ab- 
filtriert; es wurden keine Huminsubstanzen erhalten. 

In 10cem Lésung wurde mit Phosphorwolframsaure gefallt und 
der Stickstoff bestimmt: N im Phosphorwolframsiureniederschlag 
23,43 mg = 49,22 Proz., N im Phosphorwolframsiurefiltrat 24,38 mg 
= 50,75 Proz., d.h. fast die Halfte des Gesamtstickstoffes ist durch 
Phosphorwolframsaure gefallt. 

Eine einzelne Probe, die 14,12 mg Gesamt-N enthielt, gab nach 
van Slyke 6,15 mg, d. h. 43,55 Proz. des Gesamt-N. 

Die ganze Portion des Filtrats wurde mit Phosphorwolframséure 
gefallt; aus dem Niederschlage wurden die Basen ausgeschieden und nach 
Kossel getrennt; es wurden erhalten: 


. Total-N Substanz 
eS hn eee ee oe 181,44 mg oder 0,9465 g 
en <a. & SS ee 85,90 ,, ,, 0,2619¢ 


ees ss oh’ aR we es 45,25 ,, »  0,1743¢ 
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Diese Bestimmung kann nicht als quantitativ angesehen werden, 
da das Ausgangsmaterial nur in geringer Menge vorhanden war. 


Uber die Kohlenhydratgruppe des Plastins. 

Loew fand (l.c.) in den Plasmodien von Aethalium ein in Wasser 
unlésliches Kohlenhydrat, das nach seiner Meinung die Ursache des 
niedrigen Stickstoffgehaltes im Plastin war. Bei der Darstellung von 
Plastin aus verschiedenen Plasmodien konnte ich die Anwesenheit eines 
Kohlenhydrats bestatigen, das nach dem Erwirmen mit schwacher Salz- 
siure Fehlingsche Mischung gut reduziert. Die Menge dieses Kohlenhydrats 
schwankt in den Plastinarten verschiedenen Ursprungs; manchmal war 
es gar nicht vorhanden. So z. B. wies das Plastin aus Brefeldia maxima, 
das 12,74 Proz. N enthielt, gar keine Mengen eines derartigen Kohlen- 
hydrats auf. 

Bei der Untersuchung eines bestimmten Materials, in den 
Plasmodien von Aethalium, konnte ich die Menge dieses Kohlenhydrats 
auf verschiedene Weise genau bestimmen. 

1. 20g Plastin wurden auf dem Wasserbade im Verlauf von 
2 Stunden mit 300 ccm einer 10 proz. Schwefelsdure erhitzt; im Filtrat 
wurden nach Fehling 2,632 g Glukose, d.h. 13,16 Proz. auf Trocken- 
gewicht gefunden. 

2. Ebenso auf 10g; 1,228 g Glucose, d.h. 12,28 Proz. 

3. 10g mit 100 ccm 70proz. H,SO, wahrend 2 Tage bei 35°C; 
nach Verdiinnung mit Wasser wurde im Filtrat gefunden in einem 
Falle 1,355 g, d. h. 13,55 Proz., im anderen Falle 1,375 g, d. h. 13,75 Proz. 

4. 7g Plastin + 0,1 g Takadiastase + 100 ccm Wasser + Toluol 
wurden 2 Tage lang bei 35°C stehengelassen. 

Im Filtrat wurden 790 mg Glucose, d.h. 11,9 Proz. gefunden. 
Das Plastin war unverandert geblieben, aus 7g wurden nach Ein- 
wirkung der Takadiastase 6,2 g davon ausgeschieden: es waren im 
Plastin N 10,0 Proz. (0,1678 g gaben 16,72 mg N) vorhanden, es waren 
nachher im Plastin N 10,8 Proz. (0,1473 g gaben 15,84 mg N). 

Folglich hat die Takadiastase die Kohlenhydratgruppe vollkommen 
abgespalten, indem sie das Plastin fast unverandert lieB. 

Zur Bestimmung der Natur des Zuckers wurde dieser aus 30g 
Plastin durch Saéure abgespalten. In der Portion, die nach Berechnung 
0,9 g Glucose enthielt, wurde eine Fallung mit Phenylhydrazin vor- 
genommen: es resultierte 1 g Osazon, das nach dem Umkristallisieren 
den Schmelzpunkt 205°C zeigte, der dem Osazon der Glucose ent- 
spricht. Da aber das Glucosamin das gleiche Osazon liefert, so wurde 
das Drehungsvermégen des erhaltenen Kohlenhydrats im Polarimeter 
untersucht. 

5g Plastin mit 40 ccm Wasser und 0,1 g Takadiastase wurden mit 
Toluol auf 3 Tage bei 37° C stehengelassen, abfiltriert und im Polarimeter 
sowie nach Bertrand untersucht: auf Glucose berechnet, wurden gefunden im 
Polarimeter 547,6 mg, nach Bertrand 536,7 mg. 
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Wire hier keine Glucose, sondern Glucosamin zugegen gewesen, 
so wirde die polarimetrische Untersuchung nicht so genau mit der 
Bestimmung nach Bertrand iibereinstimmen. 

Von Interresse ist, daB das nach Abspaltung des Kohlenhydrats 
entstandene Plastin schon nicht mehr 10 Proz. N, sondern 10,99 Proz. N 
enthielt, d. h. 0,2024 g ergaben 22,26 mg N. 

Der Versuch, aus dem Plastin die Kohlenhydratgruppe mit Hilfe 
des Magensafts vom Hunde oder durch Papayotin abzuspalten, fiihrte 
zu keinen positiven Resultaten. 

Hieraus folgt, daB das Polysaccharid aus dem Plastin durch 
Takadiastase leicht gespalten wird und Glucose bildet ; auBerdem bleibt 
bei der Abtrennung dieses Kohlenhydrats der Grundstoff des Plastins 
unverandert. 

Cber den Phosphorgehalt im Plastin. 


Die von Reinke angegebene Zahl fiir den Phosphorgehalt im 
Plastin, 1,88 Proz., ist nicht konstant. Manchmal mu8 das Material 
andauernd mit Salzsiure gewaschen werden und am Ende sinkt die 
Phosphormenge stark. 

So enthielt das Material: 

1. 10,72 Proz. N und 1,34 Proz. P (auf 0,5518 g 7,38 mg P) 
3.10600 , N . O8357 . P(. 050 g 1,78 ,, P) 
3.12,74 , N , 0,324 , P(,, 0,4438g 1,437 ,, P) 

Nachdem das Priaparat im Versuch 3 der Einwirkung der Taka- 
diastase unterworfen worden war, hat sich die Phosphormenge in ihm nicht 
verandert: es erwiesen sich auf 0,2730g Praparat 1,03 mg Phosphor, 
d. h. 0,376 Proz. 

Hieraus folgt, daB die Phosphormenge im Plastin starken Schwan- 
kungen unterliegt. Nach Behandlung mit Séure oder Takadiastase 
bleibt nur ein geringer Rest Phosphorsaure zuriick (0,32 bis 0,37 Proz.). 


Identifizierung des Protoplasmaeiweifstoffes der Myxomyceten mit den 
Eiwei8stoffen des edlen Steinpilzes und der Stiublinge. 

Bei der Untersuchung des Eiwei®stoffes aus dem Protoplasma 
der Myxomyceten wird die Aufmerksamkeit unwillkiirlich auf die 
Ahnlichkeit desselben mit dem Eiweifstoffe anderer Pilze gelenkt. 
Zunachst ist schon die Darstellung an und fiir sich ganz ungewoéhnlich — 
man mu8 die Einwirkung starker Saiuren zu Hilfe nehmen —, den 
EiweiBstoff von einer gewissen Verbindung, mit der er fest verbunden 
ist, abzuspalten. Ich hatte den EiweiBstoff aus Lycoperdon piriforme’) 
friiher untersucht. Der dargestellte peptonartige Stoff ist in allen 
seinen Eigenschaften véllig identisch mit dem EiweiSstoff aus Myxo- 
Mmyceten. , 


1) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 187, 331, 1923. 
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Eiweibstoft 
aus Myxomyceten aus Bovisten 
Proz. Proz. 

Gesamtstickstoffgehalt ......... 16,47—16,77 16,62—16,75 
Stickstoff nach van Slyke (vor d. Hydrolyse) 8,02 8,64 
Stickstoff im Phosphorwolframnieder- 

schlage (nach der Hydrolyse) .... 50 51—58 
Farbige EiweiSstoffreaktionen .... . positiv positiv 
Fallung durch Kupferoxydhydrat, Blei- 

essig, Phosphorwolframsiture .... . villige villige 
Léslichkeit in Wasser und in 80 —85 proz. | 

SE, oem O48 4 &..0. Oe. Ke leichte leichte 


AuBerdem wird aus dem Eiweifstoff der Myxomyceten sowie 
auch der Boviste viel Arginin, Histidin und Lysin ausgeschieden. Aus 
Myxomyceten dargestellten EiweiBstoff besaB ich wenig: im ganzen 
hatte ich wahrend der Arbeit nur 30g hergestellt. Diese Substanz- 
menge war ungeniigend, um quantitative Trennungen von Amino- und 
Diaminoséuren im gegebenen Eiweibstoff vorzunehmen und einen 
Vergleich desselben mit anderen EiweiSstoffarten durchzufihren. 


Aus diesem Grunde wandte ich mich zum Vergleich der Pilz- 
eiweiBstoffe zu einer genauen Bestimmung des Arginins in demselben 
nach einer Methode, die ich in der vorhergehenden Abhandlung be- 
schrieben habe. Diese Methode beruht darauf, daB der auf Amino- 
siuren, d.h. auf einem kohlenhydratfreien Substrat aufgewachsene 
Schimmelpilz Aspergillus niger vollstandig frei von Urease ist, aber die 
stark wirkende Arginase enthalt. Wenn man dem ausgewachsenen Pilz- 
hautchen eine Lésung von PilzeiweiB®stoff unter sterilen Bedingungen 
darreicht, so zerlegt dieser den EiweiBstoff in Amino- und Diaminosauren ; 
das dabei gebildete Arginin spaltet infolge der Tatigkeit der Arginase 
quantitativ Harnstoff ab, der nach der Methode von Fosse leicht zu 
bestimmen ist. Um aber den EiweiSstoff aus dem Protoplasma der 
Myxomyceten mit den EiweiSstoffen anderer Pilze zu vergleichen, 
stellte ich den EiweiSstoff aus dem edlen Steinpilz (Boletus edulis) 
dar, den Winterstein und seine Mitarbeiter (s. oben) zum ersten Male 
erhalten hatten, 

400 g des gepulverten Steinpilzes wurden einer aufeinanderfolgenden 
Extraktion mit Ather, Alkohol, Wasser, schwacher Salzsfiure und dann 
wieder mit Wasser unterworfen. Aus 400g wurden 250 ¢ lufttrockenes 
Material erhalten, aus dem der EiweiSstoff durch partielle Hydrolyse 
abgeschieden wurde. Zu 250 g Praparat wurden 1000 ccm 70proz. Schwefel- 
siure hinzugefiigt und auf 2 Tage bei 35°C stehenjelassen; darauf wurde 
die ganze Masse in kaltes Wasser eingegossen, mit Phosphorwolframsiure 
gefallt und daraus in gewéhnlicher Weise 34,8 g EiweiSstoff abgeschieden. 
Der EiweiBstoff wurde durch Auflésen in 80- bis 85proz. Alkohol gereinigt ; 
es erwiesen sich darin 15,48 Proz. Gesamtstickstoff (0,1074g¢ gaben 
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16,62 mg N). Die Bestimmung des Stickstoffs im Eiwei8stoff nach van Slyke 
(vor der Hydrolyse) ergab 8,23 Proz. des Gesamtstickstoffs (0,5 g EiweiB- 
stoff, die 83,1 mg N enthielten, gaben 7,04 mg N). Der EiweiSstoff wurde 
nochmals durch erneute Fallung mit Phosphorwolframsaure gereinigt und 
zur Untersuchung des Arginins verwendet. Nach allen Angaben zu urteilen, 
besitzt der aus dem edlen Steinpilz dargestellte EiweiSstoff dieselben 
Eigenschaften wie auch der EiweiBstoff der Myxomyceten und des Staublings. 


Es wurde eine Kulturfliissigkeit hergestellt, welche Nahrsalze 
mit 1 mg Zinksulfat und ein Gemisch von Aminosiéuren (1 g Alanin, 
0,1 g Tyrosin, 0,1 g Leucin und 0,1 g Glykokoll) enthielt; nach der 
Sterilisation wurde dieselbe mit Sporen von Aspergillus niger besat 
und im Thermostaten bei 35°C stehengelassen. Nach Verlauf von 
5 Tagen, als sich das Pilzhautchen gebildet hatte, wurde mit einzelnen 
Kulturen folgendermaBen verfahren : 

1. Kontrolle unverandert gelassen. 

2. Zur Lésung unter sterilen Bedingungen 0,4 g EiweiSstoff aus Myxo- 

myceten hinzugefiigt. 
. Dieselbe, zugefiigt 0,5 g MyxomyceteneiweiBstoff. 
0,4 g BovisteneiweiBstoff. 
0,4 g Steinpilz (Boletus edulis)-EiweiBstoff. 


” ” 


ole 


Die Kulturen wurden noch auf 5 Tage im Thermostaten stehen- 
gelassen; dann wurden die Mycelien abfiltriert, mit Wasser gewaschen 
und im Filtrat der Harnstoff bestimmt und daraus das Arginin be- 
rechnet. 





Arginin berechnet 





ts eae 
Harnstoff » aoe ee oy auf 
. i t s 
=< ales getigtes EiweiBetofies 
SS  . Lhe eeeeane Spuren —_ —- 
2. Mit 0,4 g MyxomyceteneiweiBstoff 16,88 48,98 12,24 
3. , 05g " 21,03 61,03 12,21 
4. , 04g BovisteneiweiBstoff .. 16,61 48,20 12,05 
5. , 04g SteinpilzeiweiBstoff . . 17,85 51,80 12,95 *) 


*) Diese Menge Arginin im Eiweifistoff wurde erhalten, nachdem es mehreremal durch 
Auflésen in Alkohol und nochmalige Fillung mit Phosphorwolframsaure gereinigt worden war. 
Der so dargestellte Eiweifstoff aus dem Steinpilze enthielt urspriinglich nur 10,2 Proz. Arginin. 


Diese iibereinstimmenden Mengen Arginin sind ein wichtiger 
Beweis fiir die Identitét dieser drei EiweiBstoffe. 

Uberhaupt ist die Menge des Arginins sehr kennzeichnend fiir einzelne 
Gruppen von EiweiSstoffen. Es geniigt, daran zu erinnern, da8 z. B. Gliadine 
verschiedener Herkunft diese Substanz nur in geringen Mengen enthalten'), 


so z. B. 
Gliadin des Weizens enthalt 3,2 Proz. Arginin 
v» » Roggens » 2,22 ” 
o» »  Gerste sn cl aS usw. 


1) R. Plimmer, The Chemical Constitution of the Proteins 1, 51, 1902. 
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Andererseits besitzen die Pflanzenglobuline einen groBen Gehalt an 
Arginin'), so z. B. 


Edestin aus Hanf ........ 14,7 Pros. 
lagemin aun Tybee . ws ee so WT 
Legumin aus Wicke ....... 11,7 , usw. 


Der hohe Arginingehalt in den ProtoplasmaeiweiBstoffen der 
Myxomyceten, des edlen Steinpilzes und der Stiaublinge nahert diese 
den Histonen tierischer Herkunft, die 14,4 Proz. Arginin (Thymus- 
Histone) enthalten. Hofmann fand im Laboratorium von Winterstein 
in dem von ihm ausgeschiedenen EiweiBstoff des weiBen Pilzes 10,7 Proz. 
Arginin. 

Folglich ist der EiweiBstoff des Plastins vollstandig identisch mit 
den EiweiBstoffen anderer Pilze. 


Uber das Plastin des Protoplasmas. 


Die von Reinke aufgeworfene Frage, ob das Plastin ein Eiweibstoff 
sei oder nicht, muB in dem Sinne gelést werden, daB zu den Bestand- 
teilen des Plastinkomplexes auch der EiweiBstoff gehért. In meinen 
Versuchen gelang es mir, bis 16,25 Proz. EiweiBstoff aus dem aus- 
gewahlten Plastin auszuscheiden. Aber in Wirklichkeit mu8B mehr 
EiweiBstoff darin enthalten sein, da aus meinen Versuchen der Aus- 
scheidung von Pilzeiweifstoffen hervorgeht, daB bei der Darstellung 
des EiweiBstoffes aus dem Phosphorwolframsaureniederschlag ein 
gewisser Teil desselben (bis 50 Proz.) durch Baryt verloren geht wegen 
der Absorption durch den Niederschlag von phosphorwolframsaurem 
Barium. Es kam vor, daB aus 10 g EiweiBstoff bei wiederholter Fallung 
mit Phosphorwolframsiure nur 3 bis 4g gereinigtes Produkt aus- 
geschieden wurden. Da ich die Menge des EiweiSstoffes im Plastin 
genauer bestimmen wollte, entschloB ich mich, eine indirekte Methode 
anzuwenden. Vorher habe ich beschrieben, wie man mit Hilfe des Pilzes 
Aspergillus niger in der Nahrfliissigkeit aus Arginin quantitativ Harn- 
stoff abspalten und nach der Menge des letzteren berechnen kann, 
wieviel Arginin in der Flissigkeit enthalten war. Da mir aber der 
Prozentgehalt des Arginins im Eiweifstoff aus Plastin bekannt war, 
so ermittelte ich nach der Menge des Harnstoffs das vorhandene 
Arginin und aus diesem den Eiweifstoffgehalt des Plastins. Zur Lésung 
dieser Frage habe ich folgenden Versuch angestellt. 

Es wurde eine wisserige Kultur von Nahrsalzen hergestellt, als 
Kohlenstoff- und Stickstoffquelle wurde 1g Plastin aus Myxomyceten 
hinzugefiigt, das 11,05 Proz. Stickstoff enthielt. Nach der _ iiblichen 


Sterilisation wurden Sporen von Aspergillus niger ausgesit. Das Plastin 
verblieb in Form von Pulver am Boden der Flasche und das Pilzhiutchen 


1) R. Plimmer, The Chemical Constitution of the Proteins 1, 57, 1902. 
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erwies sich nach 13 Tagen sehr klein. Nach Entfernung desselben wurde 
das Plastin mit Wasser gewaschen und auf Stickstoff analysiert: es 
fanden sich darin 11,25 Proz. Stickstoff (0,2180g gaben 24,53 mg N), 
d. h. das Plastin hatte fast gar keine Veranderungen erlitten; es erwies sich 
als ein derart stabiler Stoff, daB selbst die Fermente des Schimmelpilzes 
denselben nicht zu spalten vermochten. In diesem Versuche enthielt die 
Kulturfliissigkeit keinen Harnstoff. 

Nachdem unterwarf ich das Plastin einer Hydrolyse mit Saure 
und verwandte die Spaltprodukte zur Bestimmung des Arginins. 
0,95 g Plastin wurden mit 50 ccm Salzsiure wiahrend 12 Stunden 
gekocht; darauf wurde die Séure durch Abdampfen auf dem Wasser- 
bade entfernt und der Riickstand in den Vakuumexsikkator iiber 
Natronkalk gebracht. Die Spaltungsprodukte des Plastins wurden 
unter sterilen Bedingungen zu einer achttaégigen Kultur von Aspergillus 
niger hinzugefiigt, der auf einer Salzlésung mit einem Gemisch von 
Aminosaéuren (auf 50 ccm Fliissigkeit 1 g Alanin, 0,1 g Tyrosin, 0,1 g 
Leucin und 0,1 g Glykokoll) aufgewachsen war. Nach der Zugabe der 
Hydrolyseprodukte des Plastins zur Pilzkultur, wurde dieselbe noch 
5 Tage lang bei 35°C gehalten, alsdann wurde in der Fliissigkeit der 
Harnstoff bestimmt. 





| Harnstoff in mg 


1. In der Kultur, zu der die Hydrolyseprodukte des Plastins | 
ae eee a ee ee | 17,19 

2. In der Kontrolle unter denselben Bedingungen, wie die 
Versuchskultur gehalten, aber ohne Zugabe von Spaltungs- 
a a eee ee ee eee ee 1,77 


*) Wie aus meiner vorigen Arbeit zu ersehen ist, bringt der Pilz Aspergillus niger einige 
Mengen Harnstoff hervor, selbst bei einer Kultur auf Aminosduren. Dies beruht auf dem Zerfall 
der Eiweifistoffe des Pilzes selbst bei langdauernder Kultur. 


Der Unterschied zwischen beiden Zahlen, 15,42 mg Harnstoff, 
stammt vom Arginin, das sich unter den Zerfallsprodukten des Plastins 
befand. 

Waren im Plastin vorhanden: 15,42 mg Harnstoff, so ist dieser 
nach Berechnung aus 44,74 mg Arginin entstanden. 

Wenn bekannt ist, daB im EiweiBstoff 12,24 Proz. Arginin ent- 
halten sind, so ergibt sich das Vorhandensein von 365,5 mg Eiweibstoff 
in der angewandten Menge Plastin. 

Wenn 0,95g Plastin 365,5mg enthalten, so entspricht das 
38,48 Proz. EiweiBstoff. 

Auf diese Weise ergab die indirekte Bestimmung der EiweiSstoff- 
menge im Plastin die Zahl 38,48 Proz., es gelang aber nur, 16,25 Proz. 
auszuscheiden; das ist vollkommen verstandlich, wenn man die 
komplizierten Manipulationen, die bei der Gewinnung des Eiwei6b- 
stoffes erforderlich sind, in Betracht zieht. 
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Die Daten, die in dieser Arbeit angefiihrt sind, kénnen die Frage 
nach der Natur des Plastins nicht lésen. Eins ist zweifellos, daB man 
dasselbe nicht zu einer bestimmten Gruppe von Eiweibstoffen, wie 
z. B. zu den Nucleoproteiden, rechnen kann. Wir sehen, daB sich der 
iatente Charakter des EiweiSstoffes im Plastin durch seine stabile 
Bindung mit anderen Komponenten erklaren laBt: im Plastin sind 
nach unseren Daten nur 38,48 Proz. Eiweibstoff enthalten. Der Versuch, 
unter den Zerfallsprodukten des Plastins Glucosamin aufzufinden, 
hatte keinen Erfolg. Bei der Hydrolyse des Plastins scheidet sich aus 
dem in Wasser unléslichen Kohlenhydrat Glucose aus, welche die Aus- 
fiihrung der Glucosaminbestimmung sehr erschwert. Aber dieses in 
Wasser unlésliche Kohlenhydrat wird vom Plastin unter der Einwirkung 
von Saéuren genau so leicht und vollkommen durch Takadiastase ge- 
spalten. Es muB daher nicht zu den Bestandteilen des Plastins selbst, 
sondern eher zu Reservekohlenhydraten gerechnet werden. Gelange 
es, durch weitere Untersuchungen zu beweisen, daB zum! Bestande des 
Plastins auch Glucosamin gehért, so kénnte man annehmen, daB es 
im Grunde aus einem phosphorhaltigen Glucoproteid besteht, wie ich 
das fiir den EiweiBstoff der Staiublinge (Lycoperdon) dartun konnte. 
Die Phosphormenge im Plastin ist aber eine veranderliche, schwankende 
GréBe von 0,32 bis 1,34 Proz. Sollte der Grundstoff des Plastins aus 
einem Glucoproteid bestehen, so ist es zweifellos, daB letzteres wie 
mit Phosphor, so auch mit Lecithin und anderen Stoffen verkniipft ist. 

Das Molekiil des Protoplasmas erscheint im héchsten Grade 
kompliziert, wobei einzelne seiner Bestandteile sehr fest miteinander 
verbunden sind, was aus dem Umstand zu ersehen ist, wie schwer 
diese durch Fermente und Sauren abzuspalten sind. Mit dieser kom- 
plizierten Struktur verbinden wir unwillkiirlich auch jene verwickelten 
und vielfaltigen Funktionen, die wir dem Protoplasma zuschreiben. 

Die Abscheidung des EiweiBstoffes aus dem Protoplasma der 
Myxomyceten, der identisch mit den Eiweibstoffen héherer Pilze ist, 
wirft die Frage nach der Einheit oder wenigstens nach der groben 
Ahnlichkeit unter diesen chlorophyllosen Pflanzen auf. 

Eine dem Plastin der Myxomyceten analoge Substanz wurde 
auch bei Bakterien aufgefunden. Galeotti!) stellte aus Bacillus ranicidus 
einen EiweiBstoff dar, den er zu den Nucleoproteiden zahite, der aber 
12,00 Proz. N und 0,94 bis 1,83 Proz. P enthielt. Wheeler*) erhielt aus 
Typhoidbakterien eine Substanz mit 10,92 Proz. N und 0,403 Proz. P 
und nahm an, dab sie der Gruppe der Glucoproteide nahesteht (,,its 
composition mare closely resembles that of the group of Glucoproteins"). 

1) G. Galeotti, Zeitschr. f. physiol. Chem. 25, 48, 1898. 
2) G. M. Wheeler, Journ. of biol. Chem. 6, 509, 1909. 
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Tn letzterem Falle stimmt der Ge)alt des Stickstoffs und des Phosphors 
mit dem iiberein, den ich beim Plastin der Myxomyceten erhalten habe. 

Der Grundstoff des Protoplasmas, das Plastin, das in den Myxo- 
myceten enthalten ist, muB eine weite Verbreitung unter den Pilzen 
und unter den Bakterien besitzen. Es sind weitere Untersuchungen 
nétig, die beweisen miibten, daB nicht nur bei den chlorophyllosen, 
sondern auch bei den griinen Pflanzen eine dem Plastin analoge Substanz 
zum Bestande des Protoplasmas gehért. 


Schliisse. 


1. Es ist gelungen, aus dem Protoplasma der Myxomyceten durch 
partielle Hydrolyse bis 16,25 Proz. eines EiweiBstoffes auszuscheiden, 
der in Wasser und in 80 bis 85proz. Athylalkohol léslich ist und 16,47 
bis 16,77 Proz. Stickstoff enthalt. 

2. Der EiweiBstoff enthailt nach vollstandiger Hydrolyse durch 
Sauren etwa die Halfte des mit Phosphorwolframsaure fallbaren Stick- 
stoffs und weist 12,24 Proz. Arginin auf. 

3. Nach allen seinen Eigenschaften ist der EiweiBstoff des Proto- 
plasmas der Myxomyceten dem ausgeschiedenen und gereinigten 
EiweiBstoff aus héheren Pilzen (Staublinge und Edelsteinpilz) ahnlich. 

4. Das Plastin aus Myxomyceten verschiedener Herkunft weist 
hinsichtlich des Gesamtstickstoffgehalts (von 10,0 bis 12,74 Proz.), 
sowie auch in bezug auf den Phosphorgehalt (von 0,324 bis 1,34 Proz.) 
Schwankungen auf. Das Plastin enthaJt manchmal ein in Wasser un- 
lésliches Kohlenhydrat, das durch Einwirkung von Saéure sowie von 
Takadiastase in Glucose gespalten wird. Der EiweiSstoffgehalt des 
Plastins, auf indirektem Wege bestimmt, iibersteigt nicht 38,48 Proz. 

















Uber die Trehalose und Trehalase bei Myxomyceten. 
Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 


[Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg- 


(Leningrad). ] 


(Eingegangen am 16"Juli 1925.) 


Der im Jahre 1832 von’ Wiggers) im Mutterkorn entdeckte Zucker 
Trehalose erwies sich auf Grund der zahlreichen Arbeiten von Bour- 
quelot®) als weit verbreitet unter den Pilzen. Gegenwartig nimmt man 
sogar an, daB die Trehalose bei den Pilzen dieselbe biochemische Rolle 
spielt wie die Saccharose bei den griinen Pflanzen*). Bourquelot unter- 
suchte in einer Arbeit 212 Pilzarten und konnte in 142 Fallen die Gegen- 
wart von Trehalose konstatieren. Da er aber beobachtet hatte, da 
die Trehalose in einigen Fallen wahrend des Reifens und Trocknens 
der Pilze manchmal verschwindet, so war Bourquelot geneigt anzu- 
nehmen, daB iiberhaupt alle Pilze in einem bestimmten Stadium ihrer 
Entwicklung Trehalose enthalten. 


Die Myxomyceten wurden nicht einmal der chemischen Analyse 
unterworfen. In seinen klassischen Untersuchungen fand Reinke‘) beim 
Myxomycetes Aethalium septicum irgend einen Zucker, den er ,,Aethalium- 
zucker“‘ nannte. Der Autor hat nach dem Abdampfen des alkoholischen 
Extraktes des Myxomycetes einen nicht kristallinischen Zucker isoliert, 
der Fehlingsche Lésung erst nach dem Kochen mit Saure reduzierte. 
Reinke nimmt an, daB diesem Zucker die Formel C,,H,,0,, zukommen 
miisse. Ogleich der Autor keine anderen Bestimmungen zur Ermittlung 
der Natur des Zuckers unternommen und denselben auch nicht in kristallini- 
schem Zustande isoliert hatte, so hatte er doch wahrscheinlich auch mit 
Trehalose zu tun gehabt, denn positive Andeutungen iiber diese Substanz 
finden wir bei Miintz (1874) und Gerard (1892)°). 


1) Wiggers, Ann. d. Chem. u. Pharm. 1, 173, 1832. 

*) Bourquelot, Bull. de la Soc. mycol. de France 7, 5, 1891; 9, 185, 
1895; 21, 50, 1905. 

%) J. Zellner, Chemie der héheren Pilze, 8. 99 und 110. Leipzig 1907. 

*) J. Reinke, Studien iiber das Protoplasma I bis III, Unters. aus dem 
bot. Labor. d. Univ. Géttingen 1881, 8. 34, 54, 170. 

5) Zitiert nach Zeliner, 1. c., 8. 110; Miintz, C. r. 1874, S. 1184; J. Reinke 
nimmt an, daB die von Miintz ausgeschiedenen Kristalle Asparagin sind, 
da sie Stickstoff enthielten und kein Drehungsvermégen der Polarisatiqns- 
ebene zeigten. 


30* 











456 N. N. Iwanoff: 


Als ich verschiedene Myxomyceten chemisch untersuchte, erzielte 
ich bestandig beim Extrahieren des trockenen Materials mit heiBem 
Alkohol ein Ausfallen von groBen Kristallen, die nach ihrem Verhalten 
zu Fehlingscher Mischung, sowie auch nach ihrem Schmelzpunkt, voll- 
stiindig mit Trehalose iibereinstimmten. Besonders viel Trehalose 
wurde aus den Myxomyceten Reticularia Lycoperdon gewonnen. 

Es wurde von Birkenholz, das zu faulen begann, iiber 400 g luft- 
trockenes Material von Reticularia Lycoperdon gesammelt. Die Myxo- 
myceten befanden sich im Stadium der Reife. Nach dem Trocknen 
wurden die Sporen aus den Fruchtkérpern ausgeschiittelt und bei 
100° C getrocknet. Im vorliegenden Falle wurden 115g getrockneter 
Sporen ausgewahlt; nach der iiblichen Extraktion mit Ather und nach 
der Entfernung desselben aus dem Pilzmaterial wurde eine zweimalige 
Extraktion der Sporen mit siedendem Athylalkohol vorgenommen. 
Der hei filtrierte klare alkoholische Extrakt wurde bei Zimmer- 
temperatur stehengelassen ; beim Stehen fielen nach einiger Zeit groBe 
(5 bis 6 mm) rhombische Kristalle aus, die abgesaugt und aus 80proz. 
Alkohol umkristallisiert wurden. Es resultierte eine schneeweiBe 
kristallinische Substanz mit einem Schmelzpunkt von 98 bis 99°C; 
der Zucker reduzierte Fehlingsche Lésung erst nach dem Kochen mit 
Saure. 

Fiir die Formel der Trehalose C,,H,,0,,; .2H,O wurden nach Ent- 
fernung des Kristallwassers 90,48 Proz. wasserfreier Substanz berechnet, 


gefunden wurden 90,91 Proz. 
1,0260 g Substanz gaben nach dem Erhitzen bei 140° C 0,9327 g¢ Trocken- 


substanz. 

1,0260 g Trehalose wurden in 23 ccm Wasser gelést; die Ablesung im 
Polarimeter (1 = 20 ccm) ergab a = + 15,946°; das spezifische Drehungs- 
vermégen betrug also [a]p = + 178,7° statt + 178,3°. 

Aus 115g Sporen wurden 2,52g umkristallisierter Trehalose, 
d.h. 2,19 Proz. auf Trockengewicht erhalten. 

Aus diesen Befunden geht unzweifelhaft hervor, daB die Myxo- 
myceten nicht nur Trehalose enthalten, sondern diesen Zucker auch, 
wie wir das bei Reiicularia Lycoperdon festgestellt haben, bis zu 2,19 Proz. 
auf Trockengewicht anhiufen kénnen. 


Die Trehalose, die aus zwei mit den beiden reduzierenden Gruppen 
miteinander verbundenen Glucosemolekiilen besteht, tritt als ein 
Zucker auf, der nur mit groBer Miihe in seine Bestandteile zerlegt 
werden kann. Zur vollstindigen Hydrolyse desselben ist ein Sieden 
mit 5proz. Schwefelsiure wahrend 6 Stunden erforderlich. In den 
Geweben der Pilze wird die Spaltung durch das Ferment Trehalase 
bewirkt, das Bourquelot (1. c.) bei Aspergillus niger, Penicillium glaucum 
und anderen Pilzen entdeckt hat. Die Trehalase erwies sich als ein 
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spezifisches Ferment; von der Maltase unterschied sie sich z. B. durch 
ihre Inaktivierungstemperatur. Bei der Untersuchung einer groBen 
Anzahl von Pilzen, die Trehalase enthielten, fand Bourquelot, dab 
in denselben bald eine starke Trehalase zugegen war, bald vdéllig fehlte. 
In verschiedenen Stadien des Pilzwachstums variierte die Menge der 
Trehalase; aber auch in verschiedenen Teilen des Fruchtkérpers, so 
im Stiele, im Hute, in der Hymenschicht, anderte sich der Gehalt der- 


selben. 

Es steht auBer Zweifel, daB die Trehalose, die bei der Entwicklung 
der Pilze verbraucht wird, vorher in Glucose zerlegt sein muB, aber 
nicht immer ist das Ferment und die Substanz, auf die es einwirkt, 
in der Pflanzenzelle vorhanden. Ofters, wie z. B. beim Harnstoff und 
der Urease, bestehen umgekehrte Beziehungen, d.h. bei reichlicher 
Anhaufung von Harnstoff fehlt die Urease und umgekehrt. 

Ich suchte in einigen Fallen eine Spaltung der Trehalose zu er- 
reichen, indem ich die Anwesenheit des Ferments im Trockenmaterial 
verschiedener Myxomyceten annahm, aber ich erhielt negative Resultate. 
Daraufhin verwandte ich zum Versuch unreife Fruchtkéfper des Myxo- 
mycetes Lycogola, die das Aussehen von Korallen besitzen, die GréBe 
etwa eines Pfefferkorns haben und auf faulenden Baumstiimpfen 
wachsen. Hier war das Ferment Trehalase zugegen. 

Zu 10cem Wasser, die 44,27 mg Trehalose enthielten, wurden. zwei 
unreife Fruchtkérper von Lycogola (von der GréBe eines Pfefferkornes) 
zugesetzt, welche zu einem Brei zerrieben wurden. Das Gemisch wurde 
unter Beigabe von Toluol wahrend 10 Tagen bei 18 bis 20° C stehengelassen ; 
nach Verlauf dieses Zeitraumes wurde in der Portion der reduzierende 
Zucker nach Bertrand bestimmt: Glucose gefunden 19,5 mg, theoretisch 
mdédgliche Menge 42,17 mg. Somit waren unter Einwirkung der Trehalose 
der unreifen Lycogola 46,2 Proz. gespalten worden. 

In einem anderen Versuch wurden ebenso je 10 cem Wasser mit 
48,97 mg Trehalose (C,,H,.O,, + 2H,O) genommen. 

Es wurden folgende Ansitze aufgestellt: 

1. Trehalose + zerriebene Masse von vier unreifen Lycogola. 

2. » + - o o9 +»  reifen *” 

3. si + 20mg an der Luft getrockneter Fruchtkérper von 

Fuligo varians. 

4. Kontrolle: ohne Trehalose, vier zerriebene unreife Lycogola. 

Uberall wurden 3 Tropfen Toluol hinzugefiigt. Es wurde auf 4 Tage 
bei 40°C stehengelassen; danach wurde in den Portionen die Menge des 
reduzierenden Zuckers, der Glucose, bestimmt. 


l. Portion ....+s-«--« + 41,67 mg Glucose 
2. “ . 0 bee « 6 
4. “ *” 


Da sich aus der zugesetzten Menge Trehalose 46,66 mg Glucose bilden 
konnten und in der ersten Portion nur 41,67 mg erhalten wurden, so be- 
deutet dies, daB die Trehalose unter der Einwirkung der Trehalase der 
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unreifen Fruchtkérper von Lycogola zu 90 Proz. zerlegt worden war. Von 
Interesse ist, daB in den reifen Fruchtkérpern keine Trehalase vorhanden 
war, so wie auch nicht im Mycel von Aethalium septicum. 

Wir wissen, daf die Fermente in der Pflanzenzelle je nach deren 
Bedarf bald zum Vorschein kommen, bald wieder verschwinden. Un- 
langst ist es mir gelungen zu zeigen’), daB die Gegenwart oder Ab- 
wesenheit der Urease bei Schimmelpilzen von der Beschaffenheit des 
Nahrsubstrats abhangt. Es steht auBer Zweifel, daB auch bei anderen 
Fermenten die gleichen Beziehungen bestehen. Diesbeziigliche Tat- 
sachen sind in der Literatur vielfach beschrieben worden. Wir miissen 
bei der Untersuchung der Titigkeit der Fermente stets den physio- 
logischen Zustand des betreffenden Organismus im Auge behalten. 
Das Fehlen eines Ferments bedeutet noch nicht, daB der Organismus 
es nicht hervorbringen kann; oft wird dadurch nur bewiesen, daB 
der Zeitpunkt fiir die Lésung der gestellten Aufgabe nicht passend 
gewahit war. 


1) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 157, 229, 1925. 




















Uber den Stoffwechsel im luftverdiinnten Raum. 
I. Mitteilung: 
Gaswechsel und Eiwei8stoffwechsel. 


Ve m 
W. Laubender. 


(Aus dem Institut fiir Hochgebirgsphysiologie und Tuberkuloseforschune 
in Davos.) 


(Eingegangen am 17. Juli 1925.) 


Mit 3 Abbildungen im Text, 


Wenngleich iiber den EinfluB des Héhenklimas auf die Stoff- 
wechselvorgange des menschlichen Organismus zahlreiche Unter- 
suchungen!) vorliegen, bestehen doch hinsichtlich der ursiachlichen 
Bedeutung der einzelnen ,,Hochgebirgsfaktoren“ am Zustandekommen 
dieser Erscheinungen noch groBe Meinungsverschiedenheiten. Wahrend 
der eine Teil der Autoren (Kestner, Dannmeyer, Peemdller usw.) auf 
die Kalte- und Strahlungswirkung das Hauptgewicht legen zu miissen 
glaubt, stellt der andere Teil der Autoren (Loewy und Mitarbeiter) 
den Sauerstoffmangel der Gewebe in den Vordergrund der Betrachtung. 

Bei dieser Lage der Dinge schien es von Bedeutung, die Frage, ob 
die Luftverdiinnung und damit der relative Sauerstoffmangel auf den 
Ablauf der Stoffwechselvorginge in charakteristischer Weise ein- 
zuwirken imstande sei, tierexperimentell zu priifen. 

Theoretisch lassen sich zwei Hauptrichtungen denken, in denen 
der Sauerstoffmangel die Stoffwechselvorgange beeinflussen kénnte. 
Die eine Méglichkeit besteht darin, daB das verminderte Sauerstoff- 
angebot schlieBlich zu unvollkommenen Oxydationsstufen — organischen 
Sauren verschiedenster Art — im intermediiren Zellstoffwechse) fihrt. 
Eine derartige Gewebsacidose wiirde, nach dem, was vielfach an- 
genommen wird, im weiteren Verlauf zu einer Herabsetzung der 


1) Handbuch der Balneologie, Klimatologie usw. 3 (Leipzig 1924); 
A. Loewy, Pfliigers Arch. 207, Heft 5/6. 
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oxydativen Stoffwechselvorgange und zu einer Steigerung des EiweiB- 
zerfalls fiihren. Die andere Méglichkeit bestande darin, daB durch 
irgendwelche Regulationsvorginge der drohende Gewebssauerstoff- 
mangel kompensiert, ja vielleicht sogar tiberkompensiert wiirde, wie 
es zahlreiche Autoren aus den Befunden ihrer physikalisch-chemischen 
Blut- und Harnuntersuchungen nach Versuchen in der pneumatischen 
Kammer folgern zu miissen glauben (Haldane und Kennaway, Grand 
und Goldmann usw.). In diesem Falle miBte die Verainderung de 
Stoffwechselvorginge in entgegengesetzter Richtung liegen. 

Wir durften also hoffen, aus der Untersuchung des Gaswechsels, 
gemessen an der CQO,-Ausscheidung und dem Q,-Verbrauch, sowie 
des Eiweibstoffwechsels, gemessen an der N-Ausscheidung und dem 
Ammoniakkoeffizient, im Tierexperiment bei einer Luftverdiinnung, 
die hinsichtlich GréBe und Dauer der Einwirkung auf den Menschen 
bei gréBeren Héhentouren entsprach, AufschluB iiber unsere Frage- 
stellung zu gewinnen. 


Methodik. 


Wir bedienten uns zu unseren Untersuchungen eines Ventilations- 
systems, dessen Anordnung durch die beifolgende Skizze verdeutlicht 
werden mdége. 











zur Lufipumpe +<— 

















Abb. I. 


Am Anfang des Systems befindet sich ein Kasten A aus starkem 
Eisenblech, dessen Deckel fiinf Offnungen trigt, in die der Reihe nach 
folgende Bestandteile luftdicht eingeschraubt sind: a stellt ein Feder- 
ventil dar, das von einer bestimmten Luftverdiinnung an der AuBen- 
luft den Eintritt in den Kasten und damit in das ganze System gestattet. 
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Die Spannung der Feder ist durch die Schraube a regulierbar, so daB 


man dadurch das System auf die gewiinschte Luftverdiinnung ein- 
stellen kann. Hahn 4 dient dazu, um am Ende des Versuchs die Luft- 
verdiinnung durch langsam zustrémende Nebenluft auszugleichen 
c ist ein Metallmanometer, an dem der jeweilige Grad der Luftver- 
diinnung abgelesen werden kann. Hahn d erméglicht die Verbindung 
des Eisenkastens mit dem tibrigen System. (Das Ventil e ist ein Uber- 
druckventil, dessen wir fiir unsere Versuche nicht bediirfen. Wir haben 
es eingebaut, um den Kasten auch fiir Uberdruckversuche verwendbar 
zu machen. Ebenso ist das Manometer derart eingerichtet, daB es 
einerseits vollkommenes Vakuum, andererseits bis 1 Atm. Uberdruck 
anzeigt.) 

An den Kasten A schlieBt sich an die Waschflasche B, die mit 
Kalilauge beschickt ist, um die in den Tierkafig C eintretende Luft 
CO, frei zu waschen, 

Der Tierkafig C besteht aus einem starkwandigen, durch Glas- 
platte luftdicht verschlieBbaren Exsikkator, in dem das Tier auf einem 
durch MetallfiiBe erhéhten Metallrost sitzt. Diese Einrichtung schien 
uns ein gutes AbflieBen des Harnes in den Harnauffangraum, der stets 
reichlich mit Thymol beschickt war, zu gewihrleisten. Der Metallrost 
wurde iibrigens am Ende jedes Versuchs bzw. jedes Versuchstages 
sorgfaltig mit destilliertem Wasser abgespiilt. 

Die aus dem Tierkafig C austretende Luft lauft zur quantitativen 
CO,-Bestimmung durch die Gaswaschflasche D. 

Zwischen dem Tierkafig C und der Flasche D befindet sich ein 
Glas-T-Stiick, an das die Gaspipette Z angeschlossen werden kann, 
um Proben der Exspirationsluft zur gasanalytischen Untersuchung 
ihrer Zusammensetzung zu entnehmen. Die Abnahme der Gasproben 
geschah wegen der herrschenden Druckunterschiede mit Hilfe von 
Quecksilber. 

Am Ende des ganzen Systems arbeitet eine kraftige Wasserstrah!- 
pumpe nach Bunsen. 

Die CO,- Bestimmung geschah in einstiindigen Perioden durch Vorlage 
von n/10 Ba(OH), und Riicktitrierung der iiberschiissigen Lauge mit 
n/10 HCl (Indikator: Phenolphthalein). In den Zeitperioden, in denen die 
CO, nicht bestimmt wurde, wurde die Gaswaschflasche D durch das Glas- 
rohr F ersetzt. Vor dem Auswechseln wurde bei / das riickwartige System 


durch eine Schraubklemme abgeklemmt, so da8 das Versuchstier dabei 
keinen gréBeren Luftdruckschwankungen ausgesetzt war. 

Die Bestimmung des O,-Verbrauchs geschah in folgender Weise: die 
mit Hilfe der Gaspipette abgenommene Probe der Exspirationsluft wurde 
nach den Regeln der Gasanalyse — Absorptionsmethode — auf ihren 
prozentualen CO,- und O,-Gehalt untersucht. 
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Da die prozentuale Zusammensetzung der Inspirationsluft bekannt 
war (fiir die CO, betrug bei unserer Versuchsanordnung der Wert 
0,00 Proz.), konnten wir die Zunahme an CO, und die Abnahme an O, 
in unserer Probe jener gegeniiber direkt auf die Gaswechselvorginge 
des Versuchstieres beziehen, d. h. wir hatten ein MaB fiir den respira- 
torischen Quotienten desselben. Aus diesem sowie aus der anderweitig 
bestimmten Gesamtkohlensiuremenge pro Stunde lieB sich der O,- 
Verbrauch pro Stunde in Kubikzentimetern berechnen nach der 
co, , l 
R. ol (R.-Q. = respiratorischer Quotient, k, 0,001 077 
fiir den Fall, daB CO, in Gramm gegeben ist). Fiir eine solche Be- 
stimmung wurden mindestens zwei Gasproben analysiert und daraus 
der Mittelwert genommen. 

DerGesamt-N im 24-Stundenharn wurde nach dem Mikrokjeldahlver- 
fahren bestimmt, wobei sich uns die Anordnung von Pincussen') sehr gut 
bewahrt hat. Auch hier wurden stets Doppelbestimmungen ausgefiihrt. 

Der Ammoniak-N im 24-Stundenharn wurde ebenfalls nach der von 
Pincussen') beschriebenen Methode untersucht. Doch ist nach unseren 
Erfahrungen eine Luftdurchsaugung von 15 Minuten bei der verhiltnis- 
maBig niederen Temperatur von 45°C, die nicht tiberschritten werden soll, 
ungeniigend. Nach sorgfiltigen Kontrollversuchen glauben wir mit einer 
Luftdurchsaugung von 45 Minuten das Ammoniak quantitativ tibergetrieben 


Formel: QO, = 


zu haben. 

Der Ammoniakkoeffizient (A.-K.) wurde errechnet als der prozentuale 
Anteil des Ammoniakstickstoffs am Gesamtstickstoff. 

Als Tiermaterial verwandten wir Meerschweinchen, die wir teils 24, 
teils 48, teils 72 Stunden einem Minusdruck von 200 bis 250 mm Hg 
aussetzten. (Da Davos einen mittleren Barometerstand von 630 mm Hg 
aufweist, betrug der absolute Druck, unter dem die Tiere standen, 
430 bis 380 mm Hg; das entspricht einer Berghéhe von 4500 bis 5500 m.) 
Jedes der Versuchstiere wurde vorher gleich lange und unter denselben 
Bedingungen bei gewéhnlichem Luftdruck (Davoser) in bezug auf 
seine StoffwechselgiéBen beobachtet. 

Hinsichtlich der Fiitterung lieBen wir uns von folgenden Gesichts- 
punkten leiten: Da jede kohlenhydratreiche Fiitterung — und um eine 
solche handelt es sich bei Pflanzenfressern schlieBlich immer -- einen 
durch andere Ursache bedingten EiweiBzerfall herabmindert und 
somit verschleiert, wire an sich das Hungern der Tiere erstrebenswert 
gewesen. Abgesehen nun davon, daB bei Pflanzenfressern nie ein 
Hunge~n im Sinne des Hungerns bei Fleischfressern erreichbar ist, war 
auch ein vollkommener Nahrungsentzug bei unseren kleinen Versuchs- 
tieren in Betracht der verhaltnismaBig langen Versuchszeit unmédglich. 


1) Pincussen, Mikromethodik. Leipzig, Thieme, 1923. 
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Wir haben deshalb die Tiere im Normal- wie im Luftverdiinnungs- 
versuch in genau gleicher Weise unterfiittert (etwa 50 Proz. ihres 
Bedarfs). Um von denselben Ausgangsbedingungen auszugehen, wurde 
wenigstens bei den 48- und 72-Stundenversuchen eine Auffiitterungs- 
periode eingeschaltet, so daB beide Versuchsreihen mit ahnlichen 
Ausgangsgewichten begannen. 

Beziiglich der Ammoniakausscheidung haben wir die Beobachtung 
gemacht, daB die Héhe des Ammoniakkoeffizienten bei Meerschweinchen 
weitgehend von Unreinlichkeiten des Futters beeinfluBt werden kann. 
In erster Linie ist hier wohl an Erdreste, die natiirlich Ammoniaksalze 
in ungeahnter Menge enthalten kénnen, zu denken. Um dieses — 
wenn wir es so nennen diirfen — exogene Ammoniak nach Méglichkeit 
auszuschalten, wurde den Tieren das als Futter dienende Karotten- 
material stets sauber gebiirstet und gereinigt verabreicht. AuBerdem 
wurde sowohl im Normal- wie im Luftverdiinnungsversuch ein Vor- 
versuchstag mit dem gleichen Futtermaterial eingeschaltet, um ein 
Hereinspielen dieser Ammoniakart in den Versuch zu verhindern, 

Wir geben nun im folgenden unsere Versuchsergebnisse in den 
Tabellen I bis VI und den Kurven der Abb. 2 und 3 wieder. 
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464 W. Laubender: 
Tabelle J. 24-Stundenversuch. 
CO gsAuss Oz «Vers Ge. ‘ Ammo- 
Futter Gewicht  scheidung =— RQ. 1 — AK 
pro Stunde Stunde 24 Std. 24 Std 
g %) g com 8 mg 
Meerschweinchen 2 a 2 0209 129 0.823 
Nr. 9, normal 50,00 g 350.0 ’ - ’ , = , 
, . 19 f 3S 2¢ { 2 
Karotten — 340,0 9s nt ro psn ee 
Meerschweinchen 2 0.237 33 0,900 
Nr. 9, Luttver 0g | 100 ; 0/943 137 0/900 0,336 403 12 
00 » co | ean le c 243 3% .¢ oe On 2 
sometig” it || Karotten | — 320,003 9/157 95 0,830 
*) Stundenzahl nach Versuchsbeginn 
Tabelle II. 24-Stundenversuch. 
CO,-Aus+ Og* Vers Ges Ammo- 
Futter Gewicht scheidung a RQ. — —_ AvwK 
pro Stunde Stunde 24Std. 24 Std 
& a 2 com g mg 
Meerschweinchen 2 0.184 114 0820 
J 0 310. yt Peete 7 
Nr. 11, normal eg | aat0.0.8 | 0.171 100 10,865! 0,241 | 1,19 | 0,5 
> 2310176 116 |0,764 
Meerschweinchen 2 0.171 104 0833 
Nr. 11, Luttvere 40,002 260,0 8/0157 _— ; : 

: = A. 0,157 92 0,868 0.298 112 04 
diinnung 200 bis rotten — 250.0 ore 7 ’ . ’ 
Sante: | narotten 903 0145 94 0.780 

*) Stundenzahl nach Versuchsbeginn 
Tabelle II]. 48-Stundenversuch. 
C QOy,-Auss Ge- Ammo- 
Futter Gewicht scheidung = — AK 
pro Stunde 24Std. 24 Std. 
g *) 8 8 mg 
Meerschweinchen Nr. 3, normal 80.00 cem 570.0 23 0,308 0.296 493 17 
Tyrodelésung |— 500,047 0,312 | ~*~ ent) Doncs 
- . . os i subkutan 9 
Meerschweinchen Nr. 3, Luft. 120,00 g 550.0 23 0,297 onc rae 
verdinnung 190 bis 210mm Hg Karotten —510,047 0,288 0,239 | 13,03 5,5 
*) Stundenzahl nach Versuchsbeginn. 
Tabelle 1V. 48-Stundenversuch. 
CO.-Auss | Gee Ammo- 
Futter Gewicht scheidung = — Ak. 
pro Stunde 24Std. 24 Std. 
8 ~ 8 & mg 
Meerschweinchen Nr.6, normal 90,00 g 350,0 23 0,209 ” 
Karotten — 300,047 0,207 0,301 Lae |S 
Meerschweinchen Nr. 6, Lufts 72,00 g 300.0 23 0,134 on . 
verdiinnung 19 bis210mmHg = Karotten — 300.047| 0.158 0,319 | 4,77 | 15 


*) Stundenzahl! nach Versuchsbeginn. 
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466 W. Laubender: 


Die Gewichtskurve unserer Tiere lieB in den ersten 24 Stunden 
der Luftverdiinnung keinen deutlichen Unterschied gegen die Norm 
erkennen ; in einem Teile der Fille allerdings nahmen die Tiere im Luft- 
verdiinnungsversuch starker an Gewicht ab als am entsprechenden 
Normalversuchstag. Nach den ersten 24 Stunden aber zeigte sich bei 
allen Versuchstieren eine deutliche ani, der Gewichtskurve 
wahrend der Luftverdiinnung. 

Die CO,-Ausscheidungskurve lieb iteiiee Verlauf erkennen: In 
den ersten 2 bis 6 Stunden zeigte die CO,-Ausscheidung eine Zacke 
von 20 bis 40 Proz. gegen den Mittelwert der Norm, um dann nach 
etwa 12 bis 24 Stunden um 5 bis 30 Proz. gegen den Mittelwert der Norm 
fiir dauernd abzusinken. Nur bei Meerschweinchen Nr.7 hielt sich 
die CQO,-Ausscheidung nach der Zacke im Bereich der Norm. Doch 
mag bemerkt werden, daB dieses Versuchstier sich im Luftverdiinnungs- 
versuch wahrend der Messungen unruhig verhielt. Bei Meerschweinchen 
Nr. 11 fehlt die Zacke in den ersten Stunden. Dieses Tier hatte am 
Versuchstage infolge Karottenmangel gehungert, so daB wir das Fehlen 
der Anfangszacke wohl auf diesen Umstand zuriickfiihren miissen. 

Es taucht nun die Frage auf, ob die Steigerung der CO,-Aus- 
scheidung in den ersten Stunden der Luftverdiinnung eine echte Stoff- 
wechselsteigerung darstellt und weiterhin, ob die spitere Senkung 
der CQO,-Ausscheidung als Stoffwechselhemmung gedeutet werden 
darf. Das muBte aus der GréBe des O,-Verbrauchs waihrend dieser Zeit 
erhellen. Es mu8 nun zugegeben werden, daB bei unserer Methodik 
die Messung des O,-Verbrauchs zweifellos gréBere Fehlerquellen in 
sich tragt als diejenige der CO,-Bestimmung. Trotzdem glauben wir 
an den gefundenen Zahlenwerten sichere Anhaltspunkte fiir die 
Beantwortung unserer Fragestellung zu haben. In keinem der unter- 
suchten Faille macht die Sauerstoffverbrauchskurve die CO,-Zacke 
mit. Sie halt sich im wesentlichen um den Héchstwert der Norm. Der 
respiratorische Quotient liegt dementsprechend ziemlich hoch. Als 
Erklarung fiir diese Erscheinung bleiben unseres Erachtens nur zwei 
Méglichkeiten: Entweder handelt es sich um eine durch die Luft- 
verdiinnung erzwungene gesteigerte Kohlenhydratverbrennung, oder 
die CO,-Zacke beruht nicht auf Steigerung der Verbrennungsprozesse, 
sondern auf einer Ausschwemmung der Kohlenséure infolge inter- 
mediarer Saéurebildung. DaB eine solche wirklich zustande kommt 
und am Blute deutlich nachweisbar ist, wird durch Versuche be- 
wiesen, iiber die Herr Dr. Fritz demnachst berichten wird. 

Das Absinken der CO,-Ausscheidung nach den ersten 12 bis 
24 Stunden muB wohl im Sinne einer Stoffwechselhemmung aufgefaBt 
werden. Denn auch der O,-Verbrauch, der ein eindeutigeres MaB fiir 
den Stoffwechsel abgibt als die CO,-Ausscheidung, zeigt denselben 
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Gang, namlich gleichfalls eine Einschrankung, und zwar eine noch 
etwas starkere als die der CO,-Ausscheidung. Letzteres fiihrt zu Unter- 
schieden im respiratorischen Quotienten zwischen den Normalperioden 
und den Luftverdiinnungsperioden. Denn wahrend die respiratorischen 
Quotienten im Normalversuch nach dem ersten Tage langsam und 
stetig heruntergehen, eine Erscheinung, die bei unseren unterfiitterten 
Tieren wohl verstandlich ist, steigen sie im Luftverdiinnungsversuch 
gegen den zweiten Tag hin noch einmal an. Das deutet auf Unter- 
schiede im Stoffzerfall hin, auf deren Natur hier nicht naher ein- 
gegangen werden soll. 

Den Gesamt-N im Harn haben wir in fast simtlichen Fallen um 
14 bis 59 Proz. im Luftverdiinnungsversuch erhéht gefunden. Nur 
Meerschweinchen Nr. 3 macht scheinbar eine Ausnahme. Dieses Tier 
stammte aus einer Reihe, in der wir versuchten, die Tiere ohne Fiitterung 
zu halten, und statt des Futters Tyrodelésung subkutan zu infundieren, 
um die Zuriickhaltung von N-haltigen Abbauprodukten zu verhindern. 
Offenbar hat diese MaBnahme zu einem iibergroBen Effekt im Normal- 
versuch gefiihrt und die relativ reichliche Karottenfiitterung im spateren 
Luftverdiinnungsversuch den Eiweibstoffwechsel in besonderer Weise 
geschont. Bei Meerschweinchen Nr. 8 war am ersten Normalversuchs- 
tag ein auffallend hoher N-Wert vorhanden, der durch irgend einen 
Versuchsfehler bedingt sein muB. Er bleibt deshalb am besten samt 
dem ersten Tage der Luftverdiinnung fiir die Prozentberechnung fort. 
Nach den beiden 72-Stundenversuchen zu schlieBen, fallt der Gip/el 
der N-Ausscheidung im Luftverdiinnungsversuch auf den zweiten Tag. 

Die Ammoniakausscheidung bzw. der Ammoniakkoeffizient lagen 
in den beiden 24-Stundenversuchen bei der Luftverdiinnung (Tabelle I 
und IT) niederer wie am entsprechenden Normaltag. Es scheint, dab 
trotz der oben erwahnten VorsichtsmaBregeln die vorausgehende 
Fiitterung am ersten Tage unserer Versuche den A.-K. noch dominierend 
beeinfluBt hat. In den 48- und 72-Stundenversuchen aber liegt der 
A.-K. im Luftverdiinnungsversuch deutlich héher als im Normal- 
versuch; der bestimmende Unterschied gegen die Norm fallt auf den 
zweiten Tag, wahrend am dritten Tage bereits wieder die Norm erreicht 
wird. Wir miissen aus diesen Befunden schlieBen, daB bei unseren 
Versuchstieren dieser Mechanismus der intermediéren Séureneutrali- 
sation verhaltnismaBig spit einsetzt und quantitativ schlecht aus- 
gebildet ist. Es sei an dieser Stelle an die alten Untersuchungen von 
Salkowski') iiber das besondere Verhalten der Pflanzenfresser bei der 
Saurevergiftung erinnert, demzufolge diese Tiere zur Neutralisation 
der eingefiihrten Séiuremengen nicht NH,, wie die Fleischfresser und 


1) BE. Salkowski, Virchows Arch. 58, 1, 1873. 
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Omnivoren'), sondern im wesentlichen Alkalimetalle (Na, K) mobili- 
sieren. 

Wenn wir nun zum Schlusse unsere Versuchsergebnisse : Hemmung 
der oxydativen Abbauvorginge, Steigerung des Eiweibzerfalls und 
voriibergehende Heranziehung der EiweiBabbauprodukte zur inter- 
mediaren Saureneutralisation, von einem einheitlichen Standpunkt 
aus deuten wollen, scheint uns die Annahme einer Gewebsacidose mit 
all ihren Folgen fiir die Stoffwechselvorgange die beste Erklirungs- 
méglichkeit zu bieten. Dabei miissen wir kurz der Parallele gedenken, 
die unsere Befunde mit denen der experimentellen Séurevergiftung 
aufweisen. Hatten schon die friiheren Untersuchungen von Chwostek?) 
eine Herabsetzung des respiratorischen Gaswechsels bei HCl-Ver- 
giftung ergeben, so konnten Loewy und Miinzer*) diesen Befund in 
neueren Untersuchungen durchaus bestiatigen. Die beiden letzteren 
Autoren haben aus ihren Versuchsergebnissen gefolgert, daB trotz 
der durch die Acidose eintretenden Verinderungen in den Blutgas- 
bindungsverhiltnissen die Stérung des Zellstoffwechsels das aus- 
schlaggebende Moment fiir das Zustandekommen der Saéurevergiftung 
darstellt. 

Ob und inwieweit nun auch bei den Versuchen im luftverdiinnten 
Raume Gewebsverinderungen nachweisbar werden, diese Frage soll 
in einer nachsten Mitteilung behandelt werden. 


Zusammenfassung. 

Unsere an Meerschweinchen bei einem Druck von 430 bis 380 mm 
Hg ausgefiihrten Untersuchungen haben ergeben: 

1. Geringere Gewichtsabnahme als im Normalversuch. 

2. Steigerung der CO,-Ausscheidung in den ersten 2 bis 6 Stunden 
um 20 bis 40 Proz., an der der O,-Verbrauch nicht teilnimmt. 

3. Herabsetzung des Gaswechsels nach den ersten 12 bis 24 Stunden 
um 5 bis 30 Proz. 

4. Steigerung der Gesamt-N-Ausscheidung im Harne um 14 bis 


59 Proz. 
5. Erhéhung des Ammoniakkoeffizienten am zweiten Versuchstage. 


1) Fr. Walter, Arch.e. P. P. 7, 148, 1877. 
2) F. Chvostek, Zentralbl. f. inn. Med. 14, 329, 1893. 
8) A. Loewy und E. Miinzer, diese Zeitschr. 184, Heft 5/6, 1923. 


























Uber Glucose-phosphorsaure. 
Von 
S. Sabetay und L. Rosenfeld. 
(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1925.) 


Als Naturstoffe wie als Produkte der Synthese kennt man eine 
Reihe von Kohlenhydrat-phosphorsaure-Verbindungen, die in physiolo- 
gischer Hinsicht ein erhebliches Interesse erlangt haben; im Hinblick 
auf die Rolle der in diesen Substanzen in besonderer Verkniipfung 
vorhandenen Bestandteile ist es wichtig, die Konfiguration der Kohlen- 
hydrat-phosphorsiuren aufzuklaren. Man wird zweckmaBig so vorgehen, 
daB man aus den teilweise komplizierten Gebilden den Grundkérper 
herausschalt, der in allen Fallen eine Monosaccharid-phosphorsiure 
ist. So kann man das Zymophosphat zu einer Hexose-monophosphor- 
siure abbauen, so kann man aus den Nucleinsiuren Pentose-phosphor- 
siure abspalten und so kann man schlieBlich von der Saccharose- 
phosphorsaure ebenfalls zum Phosphorsaure-ester eines Monosaccharids 
gelangen. Schon die Entdecker der Rohrzucker-phosphorsiure 
haben gefunden") und J. Hatano hat jimgst genauer festgestellt*), 
daB infolge ungleicher Bindungsart der beiden zum Rohrzucker zu- 
sammengefiigten Monosaccharide einerseits und des in den Gesamt- 
komplex eingefiihrten Phosphorsdure-radikals andererseits es unschwer 
gelingt, auf rein chemischem Wege eine Hydrolyse des Rohrzucker- 
anteils herbeizufiithren, waihrend die Kuppelung zwischen der einen 
Hexose und der Phosphorsiure bestehen bleibt. 

Diese partielle Zerlegung der Rohrzucker-phosphorsdure fihrt man 
am besten durch gemaBigte Spaltung mit verdiinnter Oxalsiure*) 
aus und verwendet als Ausgangsmaterial das sehr bestandige und leicht 
zugingliche Calcium-saccharosephosphat. Newberg und Pollak") sowie 
Hatano*) haben dargetan, daB bei der geschilderten Behandlung schnell 


1) C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 28, 515; 26, 521, 1910. 
2) J. Hatano, ebendaselbst 159, 175, 1925. 
3) C. Neuberg, ebendaselbst 88, 432, 1918. 
Biochemische Zeitschrift Band 162. 
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Reduktionsvermégen in der vorher nicht reduzierenden Fliissigkeit 
auftritt. Nach Absittigung mit Kalk oder Baryt kann man durch Be- 
handlung mit Alkohol die Reaktionsprodukte trennen, wobei der in 
Weingeist lésliche Teil sich auf Grund des Drehungsvermégens, der 
Vergirbarkeit und des charakteristischen Methyl-phenyl-csazons als 
d-Fructose erweist. In Alkohol unléslich sind dagegen Erdalkalisalze 
der abgespalteten Hexose-mono-phosphorsiure. 

Auf Vorschlag von C. Neuberg haben wir diese Verbindung einer 
weiteren Untersuchung unterzogen und kénnen folgendes iiber ihre 
Eigenschaften, Zusammensetzung sowie zur Frage nach ihrer Konstitu- 
tion mitteilen. 

Zunichst haben wir die giinstigen Bedingungen ermittelt, unter 
denen die glykosidische Spaltung der Rohrzucker-phosphorsdiure erfolgt 
und die Glucose-mono-phosphorsdure mit bester Ausbeute erhalten wird. 
Als am vorteilhaftesten erwies es sich, mit einer etwa 1 proz. Oxalsiure 
zu erhitzen und nach kurzem Erwirmen von ausgefallenem Calcium- 
oxalat abzufiltrieren. Sobald bei weiterem Erwiirmen organisch ge- 
bunden gewesene Phosphorsiure abgespalten wid als Magnesium- 
ammonium-phosphat nachweisbar wird, unterbricht man die Behand- 
lung. Durch Neutralisation zuerst mit Bariumearbonat und schlieBlich 
mit Barytwasser schaltet man die weitere Saiurewirkumg aus. Durch 
sofortiges Einleiten von Kohlensiuregas mu8 man eine sich bildende un- 
lésliche basische Verbindung zerlegen. Aus dem klaren Filtrat kann man 
alsdann mit Alkohol in einer Ausbeute von 60 Proz. der Theorie glucose- 
mono-phosphorsaures Barium in Form eines schweren sandigen Pulvers 
niederschlagen und dureh Umfillen aus wiisseriger Lésung mittels 
Alkohol reinigen. Diese Substanz weist bei richtiger Bereitung keine 
positive Seliwanoffsche Probe mehr auf. Aus dem Reduktionsver- 
mégen gegeniiber Fehlingscher Mischung ergibt sich, daB die im Rohr- 
zucker maskierte Aldehydgruppe des Traubenzucker-restes freigelegt 
ist. Das Vergirungsvermégen zeigt an, daB die Zuckerkomponente nicht 
in Mitleidenschaft gezogen ist. 

Es handelte sich zuniachst darum, die Hinheitlichkeit dieser Ver- 
bindung zu priifen. C. Newberg und O. Dalmer') haben gezeigt, daB die 
verschiedenen Zucker-phosphorsauren schén kristallisierende Alkaloid- 
salze liefern. Ein gleiches Verhalten konnten wir fiir unsere Glucose- 
phosphorsiure konstatieren. Wir gewannen leicht in gut ausgebildeten 
Kristallen das Cinchonidin- sowie Brucin-salz, und zwar durch Um- 
setzung des Bariumsalzes der Glucose-phosphorsiure mit Lésungen 
der entsprechenden Alkaloidsulfate; durch Zugabe von Athylalkohol 
beugt man einer hydrolytischen Dissoziation vor. Die Alkaloidsalze 


1) C. Neuberg und O. Dalmer, diese Zeitschr. 181, 188, 1922. 
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entsprechen den Formeln (C,,H,,ON,), .H,PO,.0,H,,O; und 
(Cog HogO,No)p H, PO, . C,H,,O;. Das Cinchonidinsalz, mit dem wir 
hauptsichlich gearbeitet haben, wurde bis zur Konstanz von Drehung 
und Schmelzpunkt umkristallisiert. Hierzu méchten wir bemerken, 
daB schon das rohe Alkaloidsalz nahezu rein erhalten wird, ein Umstand, 
der uns von Wichtigkeit erscheint im Hinblick auf die Frage nach der 
Einheitlichkeit der von uns untersuchten Glucose-phosphorsiure und 
damit ihrer Muttersubstanz, des Saccharo-phosphates selber. 

Durch Zerlegung mit Barytwasser und Entfernung des frei 
gewordenen Alkaloids gewinnt man aus dem Cinchonidinsalz das 
Bariumsalz der Glucose-phosphorsiure zuriick. Dasselbe zeigt kaum 
eine geinderte Drehung gegeniiber dem Produkt, das noch nicht tiber 
das Cinchonidinsalz gereinigt worden ist. Auch dieser Umstand bezeugt 
die Einheitlichkeit der Zucker-phosphorsiure. 

Sodann haben wir die hydrolytische Spaltung der Glucose-phosphor- 
sdure untersucht und folgendes beobachtet: Nach vierstiindigem 
Kochen einer 5proz. Lésung der Substanz in n Salzsiure erhalt man 
eine Fliissigkeit mit maximaler Rechtsdrehung; auch hierin liegt ein 
Beweis dafiir, daB Glucose-phosphorsiure und nicht die Fruchtzucker- 
verbindung zugegen ist. 

Um Anhaltspunkte iiber die Stellung des Phosphorsiure-restes zu 
gewinnen, haben wir unsere Substanz mit Phenylhydrazin unter ver- 
schiedenen Bedingungen behandelt. Durch die Arbeiten von A. Harden 
und W.J. Young') weiB man, daB der in vicinaler Stellung zur Carbony]- 
gruppe*) vorhandene Phosphorsiure-rest bei der Osazonreaktion ab- 
geworfen wird. Aus den Untersuchungen von C. Newberg und E. Rein- 
furth®) geht hervor, daB eine nicht in Nachbarstellung befindliche 
Phosphorsiure-gruppe bei der Osazonbildung erhalten bleibt. Es ergab 
sich nun, daB bei der Osazonprobe sowohl unsere freie Glucose- 
phosphorsaéure als ihr Kaliumsalz ein phosphorfreies Osazon liefert. 
Nach Zusammensetzung und Eigenschaften ist dasselbe d-Glucosazon. 

Kann man hieraus nun den Schlu8 ziehen, daB unsere Verbindung 
Glucose-2-phosphorsaure ist ‘ Diese Folgerung erschiene nicht schliissig, 
da wir iiber die Haftfestigkeit der Phosphorsiure an den tibrigen Stellen 
im Molekiil vorlaufig nicht orientiert sind. Wahrend der Niederschrift 
dieser Arbeit erhielten wir Kenntnis von einer Untersuchung, die 
S. Komatsu und R. Nodsu*) ausgefiihrt haben. Die beiden japanischen 


1) A. Harden und W.J. Young, diese Zeitschr. 32, 173 und 177, 1911. 

2) Die Formulierung von A.J. Virtanen (H. 148, 78, 1925) mit 3, 4- 
Stellung der Phosphorsaéure-reste erscheint als reine Spekulation. 

3) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 146, 589, 1924. 

*) S. Komatsu und R.Nodsu, Memoirs of the college of Science, 
Kyoto, Series A, 7, 377, 1925. 
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Forscher haben mehrere Phosphorsiure-ester des Traubenzuckers 
synthetisch bereitet, und zwar die Glucose-1-phosphorsiure aus Tetra- 
acetyl-glucose und Phosphoroxychlorid, die Glucose-3-phosphorsiure 
aus 1, 2, 5, 6-Diaceton-glucose und Phosphoroxychlorid, sowie die 
Glucose-6-phosphorsiure aus Glucose + Phosphoroxychlorid in Gegen- 
wart von Pyridin oder kohlensaurem Calcium. Nach den gegebenen 
Beschreibungen wire unsere Glucose-mono-phosphorsiure mit keiner 
jener Estersaéuren identisch. Unter der Voraussetzung, daB die 
Annahmen der genannten Autoren itiber die Konstitution ihrer 
Zuckerphosphorsauren stichhaltig und ihre nicht kristallisierten Kérper 
einheitlich gewesen sind, miBten wir unsere Substanz als Glucose-2- 
phosphorsiure oder als Glucose-4-phosphorsiure oder Glucose-5- 
phosphorsiure betrachten. Allein eine solehe SchluBfolgerung schiene 
uns sehr gewagt. 

In der 4-Stellung (und ebenso der 1-Stellung) des Glucose-restes 
ist im Rohrzuckermolekiil nach der tiblichen Auffassung keine freie 
Hydroxylgruppe vorhanden, so daB eine im Traubenzucker-anteil 
phosphorylierte Saccharose das Phosphorsadure-radikal nicht in Stellung 
Glucose-4 (oder Glucose-1) tragen kann. Allenfalls miiBte man eine 
Acyl-wanderung im Augenblicke der Disaccharid-hydrolyse annehmen. 
Angesichts der sehr ungleichen Resistenz der Ather- und Ester-bindungen 
scheint ein solcher Vorgang a priori nicht sehr wahrscheinlich, wenn 
er auch vorlaufig nicht ausgeschlossen werden kann. 

Von dem Glucose-mono-phosphorsiure-ester unbekannter Struktur, 
der nach R. Robison') neben Hexose-li-phosphat beim Phosphory- 
lierungsakt der Hefe auftritt, ist ibrigens unser synthetisches Produkt 
gleichfalls verschieden. 

Fir die Konstitutionsermitthung mu8 man also nach neuen Wegen 
suchen. 


Glucose-phosphorsaures Barium, C,H,,0,.0.P0,Ba. 


Als Ausgangsmaterial diente das Hesperonal-calcium (Calcium- 
saccharo-phosphoricum). 50g Hesperonal-calcium wurden in 1000 ccm 
Wasser gelist. Zu der Fliissigkeit wurde eine Lésung von 15g Oxal- 
siure in 750cem Wasser gesetzt. Nach kurzem Erhitzen auf dem 
Wasserbade wurde filtriert. Das Filtrat wurde auf dem Wasserbade 
so lange belassen, bis eine abgekiihlte Probe sich mit ammoniakalischer 
Magnesiamischung triibte, was nach lingstens 1 Stunde der Fall war. 
Das Hydrolysat wurde noch warm mit Bariumcarbonat und zuletzt in 
der Kialte mit Barytwasser neutralisiert. Das iiberschiissige Barium- 
hydroxyd wurde sogleich durch Einleiten von Kohlendioxyd unschidlich 


1) R. Robinson, Biochem. Journ. 1€, 809, 1922. 
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gemacht ; dann wurde abgenutscht, mit Wasser griindlich gewaschen, das 
Filtrat im Vakuum auf 300cem eingeengt und von entstandenem Carbonat 
(aus geléstem Bicarbonat) abfiltriert. Das Filtrat wurde auf 120 cem 
konzentriert und unter Umriihren in die doppelte Menge absoluten 
Alkohols gegossen. Das Bariumsalz der Glucose-phosphorsiure scheidet 
sich dabei als weiBer, kérniger Niederschlag aus. Derselbe wurde ab- 
genutscht, mit Alkohol gewaschen und darauf in 100 ccm warmen 
Wassers gelist. Nach Einleiten von Kohlensiure in der Wirme wurde 
filtriert und das klare Filtrat wieder in die doppelte Menge Alkohol 
eingetropft. Die abgeschiedene Masse mu8 weif aussehen und ist dann 
praktisch rein. Ausbeute an exsikkatortrockener Substanz 26 g oder 
rund 60 Proz. der Theorie. 

Zur Analyse wurde die Substanz nochmals in Wasser gelést, in 
der Wiirme mit Kohlensaiure behandelt, filtriert und mit Alkohol um- 
gefallt. Nach dem Waschen mit Weingeist und zuletzt mit Ather wurde 
im Hochvakuum bei 1 mm Druck mit Aceton als Heizfliissigkeit ge- 
trocknet. 

1,7410g lufttrockener Substanz verloren nach 16stiindigem Trocknen 
0,1816 g an Gewicht; das entspricht 24% Mol. Kristallwasser. 

C,H,,0,.0.PO,.Ba + 2% H,O Ber.: H,O = 10,23 Proz. 

(440,5). gef.: 10,43 Proz. 

Urspriinglich war die Substanz rein weiB, durch das Trocknen 
erhielt sie einen Stich ins gelbliche. 

Die folgenden Analysen sind mit der wasserfreien Substanz aus- 
gefiihrt worden. ; 

0,1665 g Substanz: 0,1126g¢ CO, und 0,0472g¢ H,O. 

Zur Aschenbestimmung wurde vorsichtig erhitzt und der Riickstand 
mit Ammonnitrat gegliiht, bis er rein wei8 wurde. 

0,2188 g Substanz hinterlieBen 0,1238 g Asche. 

Die Bestimmung des Phosphors nahmen wir durch Soda-Salpeter- 
Schmelze iiber das Molybdat vor. 

0,2116g Substanz: 0,0560 g¢ Mg, P,O,. 

Die Bariumbestimmung wurde wie iiblich ausgefiihrt. 0,2509 g¢ Sub- 
stanz: 0,1502g¢ BaSO,. 

C,H,,0,P Ba (395,5). 
:-c= 


Ber. : = 18,21, H = 2,80, P = 7,84, Ba = 34,73, Ba, P.O, 
= 56,74 Proz; 

gef.: C = 18,45, H = 3,17. P = 7,38, Ba = 35,22, Ba, P,O, 
= 56,78 Proz. 


Zur optischen Bestimmung wurde die wasserfreie Substanz benutzt 
(Lésungsmittel Wasser). 
(af? = + 7,44°(1 = 1, c= 9,408, a = + 0,70°). 
Ein viermal mit Alkohol umgefilltes Produkt zeigte 
(af? =.+ 8,53, (l= 1, ¢ = 5,856, a = + 0,50%). 








Se een 
be a = 
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Um Anhaltspunkte iiber die Einheitlichkeit des Ausgangsmaterials 
zu gewinnen, haben wir ein direkt dargestelltes Priparat von saccharose- 
phosphorsaurem Calcium mit einem aus dem Strychninsalz regenerierten 
verglichen. Zu dem Zwecke wurde das Hesperonal-calcium in Wasser 
gelést, erhitzt, mit Kohlenséure gesiattigt, durch ein Tierkohlefilter 
filtriert und in die dreifache Menge Alkohol gegossen. Diese Operationen 
wurden zweimal wiederholt. Das rein weiBe Pulver wurde im Hochvakuum 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und in wasseriger Lésung polarisiert. 

[a}) = + 49,55° (1 = 1, ¢c = 7,568, a = + 3,75°). 

Das Strychninsalz der Saccharose-phosphorsaure wurde in der von 
Neuberg und Dalmer') angegebenen Weise dargestellt. Nach dem Um- 
kristallisieren aus 70proz. Aceton schmolz das Salz gegen 186° unter 
Briunung und Gasentwicklung. Die wisserige Lésung des Strychnin- 
salzes wurde in der Kalte mit einem Uberschu8 von Ca(OH), versetzt und 
das iiberschiissige Hydroxyd mit Kohlenséure unschadlich gemacht. Nach 
dem Abnutschen wurde das nunmehr schwach sauer reagierende Filtrat 
zum Sieden gebracht und wiederum filtriert. Nach der Abtreibung des 
Lésungsmittels im Vakuum wurde der Riickstand zwecks Entfernen des 
zuriickgebliebenen Alkaloids mehrmals mit siedendem Alkohol extrahiert. 
Der Riickstand wurde im Wasser aufgenommen und, wie oben angegeben, 
mit Alkohol umgefallt. Das schneeweiBe Pulver erwies sich als frei von 
Stickstoff. Die optische Bestimmung wurde mit der wasserigen Lésung 
ausgefiihrt. 

{a}; = + 51,90° (1 = 1, c = 2,196, a = + 1,14°). 


Das glucose-phosphorsaure Barium ist im Wasser lislich, leichter 
in warmem als in kaltem. Auch in verdiimnten Mineralsiuren ist es 
léslich, dagegen unléslich in organischen Lisungsmitteln. Die wiisserige 
Lésung reduziert in der Warme die Fehlingsche Mischung. Mit konzen- 
trierter Salzsiure erhitzt, liefert es eine Fichtenspan-reaktion?). 
Uranylacetat be wirkt in essigsaurer Lésung keine Fallung. Die wasserige 
Lésung gibt mit Bleiessig einen dicken Niederschlag (léslich im Uber- 
schuB), nicht aber mit Bleiacetat. Beim Erhitzen mit neutralem Silber- 
nitrat entsteht eine schwarze Fillung von Silber. Bemerkenswert ist 
das Verhalten der wiisserigen Lésung. Sie ist gegen Lackmus schwach 
basisch. Eine konzentrierte wisserige Lésung reagiert auf Phenol- 
phthalein kaum; verdiinnt man aber die Lésung, so wird sie kraftig 
rot. Alkalien rufen in der wisserigen Lésung Niederschlage hervor. 


Hydrolyse des hexose-phosphorsauren Bariums. 


Um nochmals festzustellen, ob Fructose oder Glucose der Grund- 
zucker des hexose-phosphorsauren Salzes ist, wurde mit normaler 
Salzsiure in der Warme hydrolysiert und die Spaltung an Hand der 
Drehungsinderung verfolgt. Zu diesem Zwecke wurden 2,694 g Barium- 
salz in 50 ccm n HCl gelést und auf freier Flamme am RiickfluBkihler 


1) lic. 


2) H. Steudel und E. Peiser, H. 139, 209, 1924. 
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erhitzt. Stiimdlich wurde eine Probe herausgenommen, mit wenig 
Tierkohle geschiittelt und im Prozente Traubenzucker anzeigenden 
Apparat polarimetrisch gepriift. 





Gleich nach der Auflésung 
in kalter Salzsiure .. . Ablenkung entsprechend + 0,50 Proz. 
Nach 1 stiindigem Kochen . * + 0,96 
2 7 + 1,20 


gig aa ; . : + 1,50 
Fiir die totale Hydrolyse werden etwa 2,4 Proz. Glucose berechnet. 
Somit sitzt in der Saccharose-phosphorsiure das Phosphorsaure- 
radikal am Glucoserest. 


Cberfiihrung in Glucosazon. 


Fiir diesen Zweck wurde die freie Glucose-phosphorsiure benutzt. 
2,78g Bariumsalz in 30 ccm Wasser gelést, wurde mit der aquivalenten 
Menge n H,SO, versetzt; vom Bariumsulfat wurde abzentrifugiert. 
Das Filtrat wurde mit 3 ccm Phenylhydrazin + der aquivalenten Menge 
50 proz. Essigsiure vermischt und 1 Stunde auf dem Wasserbade 
erhitzt. Der schén gelbe kristallinische Niederschlag wurde abgenutscht, 
mit Wasser, verdiinntem Alkohol und Ather gewaschen. Ausbeute an 
exsikkatortrockener Substanz 1g. Das Osazon hat die Neigung, dlig 
auszufallen, so daB es nicht immer gelingt, der Kristalle habhaft zu 
werden. Die Tendenz zur Abscheidung in Olform legt iibrigens den 
Gedanken nahe, da8 primar ein phosphorhaltiges Osazon auftritt, das 
alsdann Phosphorsiure abspaltet'). 

Zur Analyse wurde mehrmals aus verdiinntem Alkohol um- 
kristallisiert und im Hochvakuum (mit Aceton als Heizfliissigkeit) 
getrocknet. Schmelzpunkt bei langsamem Erhitzen gegen 204 bis 205° 
(unkorr.). Das Osazon erwies sich beim Schmelzen mit Soda-Salpeter 
als phosphorfrei und durch Léslichkeitsverhiltnisse, Schmelzpunkt, 
Mischschmelzpunkt sowie Drehung in Pyridin-Alkohol [nach Neuberg*)] 
als Phenyl-d-glucosazon. Somit ist bei der Darstellung des Osazons 
der Phosphorsiure-rest abgelést worden. 

0,1770 g Substanz: 23,8cem N (18° und 768mm, 33proz. KOH). 

C,,H,,P,N,. Ber.: N = 15,64 Proz.; gef.: 15,72 Proz. 

In derselben Weise wurde aus dem Kaliumsalz der Glucose- 
phosphorsiure das Osazon bereitet. Um die Ausfillung eines 
kristallinischen Niederschlags zu erleichtern, wurde von vornherein mit 


1) Vgl. hierzu die Erfahrungen von E. Fischer und H. Noth, Ber. 51, 
329, 1918. 
2) C. Neuberg, Ber. 32, 3386, 1899. 
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einem Kristallchen von Phenyl-d-glucosazon geimpft. Nach dem 
Umkristallisieren aus 60proz. Alkohol erwies sich das Osazon als 
phosphorfrei und gemaB Schmelzpunkt (205°, unkorr.), Drehung sowie 
Zusammensetzung als identisch mit Phenyl-d-glucosazon. 

0,1023 g Substanz: 13,6ccm N (19° und 756mm, 50proz. KOH). 

C,,H,.N,O,. Ber.: N = 15,64 Proz; gef.: 15,46 Proz. 

0,10 g Osazon wurden in 5,0 ccm eines Gemisches von Alkohol und 
Pyridin gelést; a = 1,25° sofort und — 0,64°') nach 24stiindiger 
Aufbewahrung. 


Darstellung des Cinchonidinsalzes, (C,,H,, ON,),H,P 0, .C,H,, 0. 


1 g glucose-phosphorsaures Barium wurde in 50ccem H,O gelést 
und mit einer aquivalenten Menge wisseriger Cinchonidinsulfatlésung 
versetzt. Gleichzeitig wurden 50 ccm Alkohol hinzugetan. Das Ganze 
wurde auf dem Wasserbade ', Stunde erhitzt, von BaSQO, abzentri- 
fugiert und das Filtrat im Vakuum eingedampft. Der kristallisierte 
Riickstand wurde mit warmem Alkohol unter Zugabe von wenig Wasser 
extrahiert, eingeengt und im Eisschrank stehengelassen. Es schieden 
sich schéne Drusen ab, die abgenutscht und gewaschen wurden. Fiir 
die Analyse wurde zweimal aus Alkohol umkristallisiert und dann im 
Hochvakuum (mit Aceton als Heizfliissigkeit) bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. Die wasserfreie Substanz schmolz bei langsamem Erhitzen 
gegen 164° unter Briunung und Gasentwicklung. 

0,1504 g Substanz gaben 0,0192 g Mg, P,O,. 

0,1141g Substanz gaben 7,0ccm N (20°, 747mm, 33proz. KOH). 

Cy, H;,0,,N,P. Ber:. P = 3,66, N = 6,61 Proz. 

(848,7) Gef.: P = 3,56, N = 6,92 ,, 

Fiir die optische Untersuchung wurde Methylalkohol als Lésungs- 

mittel angewendet. 


1,58 . 3,985 
SE es. wy tests a 0 
la]; 1 . 0,0724 . 0,8001 aes, 2". 
(a = — 1,58°, 1 = 1, d = 0,8001; 0,0724g¢ Substanz, Gesamtgewicht 


der Lésung 3,9850 g.) 

Nach 2 Stunder. war die Drehung unveriindert. Das Cinchonidin- 
salz der Glucose-phosphorsaure ist in warmem Alkohol, Wasser, Methyl- 
alkohol und Eisessig léslich, dagegen in Aceton, Essigester und Ather 
unléslich. 

In derselben Weise wurde das Brucinsalz dargestellt. Es kann 
entweder aus absolutem Alkohol oder aus Wasser unter Zusatz von 
Aceton umkristallisiert werden. Platten. Fiir die Analyse wurde zwei- 
mal umkristallisiert und im Hochvakuum (mit Acston als Heiz- 


1) Vergl. P. A. Levene und F. B. La Forge, Journ. of biol. Chem. 20, 
429, 1915. 
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fliissigkeit) getrocknet. Die untenstehenden Analysen (P und N) sind 
mit der wasserfreien Substanz ausgefiihrt worden. 
0,2806 g lufttrockene Substanz verloren nach 24stiindigem Erhitzen 
im Hochvakuum bei 56° 0,0380 g an Gewicht, entsprechend 9 Mol. H,O- 
Kristallwasser. 
(C,,H,,.O,N,). . H, PO, .C,H,,O, + 9H,O (1211): 
H,O. Ber.: 13,40 Proz. Gef.: 13,54 Proz. 
0,1340 g Substanz: 0,0158 g Mg,P,0,. 
0,1704 g Substanz: 8,0 cem N (20° und 760 mm). 
C;.H,;0,,N,P Ber.: P = 2,96, N = 5,35 Proz. 
(1049). Gef.: P = 3,28, N= 65,39 ,, 
Fiir die optische Untersuchung wurde 50proz. Athylalkohol als 
Lésungsmittel benutzt. 
[a]? = — 16,81° (2 = 1, ¢ = 2,26, a = — 0,38°). 


Das Brucinsalz der Glucose-phosphorsiure ist léslich in kaltem 
Wasser, Methylalkohol, Eisessig und warmem Methylalkohol, dagegen 
unlézlich in Aceton, Essigester und Ather. 


Fermentative Spaltung des Phosphorsiure-esters durch Takadiastase und Hefe. 


2,5414 g Bariumsalz wurden durch eine aquivalente Menge Kalium- 
sulfat in das Kaliumsalz verwandelt. Gesamtvolumen der Lésung 
100 cem. Aliquote Teile davon (je 30 ccm) wurden mit Takadiastase 
(2 g) oder untergiariger Hefe (4g) versetzt. Nach Zugabe von | Proz. 
Toluol wurde unter haufigem Umschiitteln bei 37° digeriert. Gleichzeitig 
wurden drei Kontrollproben angesetzt: Kaliumsalz, Hefe, Takadiastase 
in Toluolwasser. Zur Bestimmung der abgespalteten Phosphorsiure 
wurden 10,0 ccm herauspipettiert, mit 5,0 ccm Wasser verdiinnt und 
filtriert; in 10,0 cem Filtrat wurde mit ammoniakalischer Magnesia- 
mischung in tiblicher Weise das abgespaltene Phosphat ermittelt. 





—— =a 
Nr. || nach 24Stunden | nach 48 Stunden 
| ‘ ‘ 
1. Blindversuch mit Takadiastase . . 0,0290 0,0302 
2. Blindversuch mit Kaliumsalz . . 0.0054 0,0054 
3. Kaliumsalz + Takadiastase. . . . 0,0609 0,0639 
4. Blindversuch mit Hefe ..... 0,0092 0,0124 
5. Kaliumsalz + Hefe. ....... 0.0238 0,0280 


Girung des glucose-phosphorsauren Kaliums. 


3,0342 g Bariumsalz wurden in 20 cem Leitungswasser gelést, dazu 
wurde eine dquivalente Menge wiisseriges K,SO, hinzugetan. Im 
ganzen waren 40,0 com H,O vorhanden. 10,0 com der klar zentrifugier- 
ten Fliissigkeit wurden mit 2g frischer Unterhefe (Patzenhofer) im Eudio- 
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meter iiber Quecksilber bei 35° 2 Tage stehengelassen. Gleichzeitig 
wurde ein Kontrollversuch mit Hefe allein angesetzt. Nach 2 Tagen 
waren 13,4cem (Ablesungstemperatur 21°) dureh KOH absorbier- 
baren Gases entstanden. 

Es ist wahrscheinlich, daB die Garung erst nach Loslésung der 
Glucose eintritt, denn bei Zusatz von Takadiastase und unter Beriick- 
sichtigung der Blindversuche mit Takadiastase + Hefe konnte eine 
erhebliche Beschleunigung der Zuckerspaltung festgestellt werden. 

In einer anderen Reihe von Versuchen wurde Trockenhefe anstatt 
frischer Hefe benutzt; auch damit war Garung zu konstatieren. 











Die enzymatische Spaltung der Saccharose-phosphorsiure 
in Fruchtzucker und Glucose-phosphorsiure. 


Von 
Carl Neuberg und Sebastian Sabetay. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm -Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


K. Djenab wnd C. Neuberg') haben beobachtet, daB die Salze der 
Saccharose-phosphorsiure durch ein in Ober- und Unterhefen vor- 
handenes Ferment dephosphoryliert werden und daB gleichzeitig mit 
dieser Phosphatase die Saccharase in Tatigkeit tritt. Denn bei Unter- 
bindung der Girung (Hefe in Gegenwart von Toluol) hiaufen sich 
Phosphat und Invertzucker an. Diese Versuche sagen nichts dariiber 
aus, ob das Molekiil der Rohrzucker-phosphorsiiure zuerst von der 
Phosphatase oder von der Invertase angegriffen wird. Im Besitz von 
Enzympriparaten, die nur eines der beiden Fermente Phosphatase- 
Invertase enthalten, konnte man hoffen, die reine Inversion und die 
reine Dephosphorylierung der Saccharo-phosphate herbeizufiihren. 
Eine solche spezifische Leistung der Fermente mute um so eher 
nachweisbar sein, als nach den Erfahrungen von C. Neuberg und 
E. Kretschmer*), I. Hatano*) sowie S.Sabetay und L. Rosenfeld*) die 
Atherbindung zwischen den beiden Hexosen und deren estermaBige 
Verkniipfung zum Saccharo-phosphat bereits chemischen Agentien 
gegeniiber eine ungleiche Resistenz besitzen. 

Zunichst sei iiber die invertatische Hydrolyse der Saccharo-phosphor- 
sdure berichtet. Wir haben in Invertaselésungen, die nach R. Will- 
staetter und F. Racke®) bereitet sind, ein Material gefunden, das keine 
Phosphatase-wirkung zeigte und die enzymatische Zerlegung des 
Saccharo-phosphats in Fruchtzucker und Glucose-phosphorsaure 
erméglichte. 


1) K. Djenab und C. Neuberg, diese Zeitschr. 82, 391, 1917. 
2) C. Neuberg und E. Kretschmer,.ebendaselbst 36, 5, 1911. 

3) J. Hatano, ebendaselbst 159, 175, 1925. 

*) S. Sabetay und L. Rosenfeld, diese Zeitschr. 162, 469, 1925. 
5) R. Willstaetter und F. Racke, Ann. 425, 53, 1921. 
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Dieses Ergebnis bietet auch nach anderer Richtung hin ein Interesse. 

Nach der von R. Willstaetter und R. Kuhn) begriindeten An- 
schauung gehért die Saccharase der Hefe zu den Fructosidasen. In 
unserem Ausgangsmaterial, dem Saccharo-phosphat, haftet erwiesener- 
maBen die Phosphorsiure am Glucose-rest. Die Beschwerung des 
letzteren mit der Phosphorsiuregruppe hindert also den Zugriff der 
Invertase nicht. Dieses Verhalten erinnert an die Zerlegbarkeit der 
Raffinose durch Invertase*); hierbei entstehen Fructose und ein mit 
Galaktose kombinierter Glucose-rest, die Melibiose. 

Die Invertinlésung wurde nach dem Verfahren der raschen Autolyse 
von Willstaetter und Racke (|. c.) dargestellt. 

1 kg gewaschene und gepreBte Patzenhofer Bierhefe wurde unter Zusatz 
von Toluol und Essigester in 1 Liter Wasser suspendiert und unter haufigem 
Umschiitteln einige Tage stehengelassen. Die auftretende Siure wurde von 
Zeit zu Zeit mit verdiinntem Ammoniak neutralisiert. Nach dem Filtrieren 
durch eine Reihe von Faltenfiltern wurde das Filtrat mittels Bleiacetat 
enteiweiBt. In das neue Filtrat wurde Schwefelwasserstoff eingeleitet 
und das kolloidal ausgefallene Bleisulfid durch mit Fullererde gedichtete 
Filter abgenutscht. Die klare Fliissigkeit wurde der Dialyse unterworfen. 

Die so gewonnene Invertinlésung hatte ein py von 6,3; sie reduzierte 
Fehlingsche Mischung nicht und war, wie qualitative Versuche an 
Saccharose und saccharose-phosphorsaurem Calcium dartaten, sowohl 
in neutraler als in saurer Lésung aktiv. In allen Blindproben mit 
passivem Ferment (erhalten durch Kochen der Lésung) waren negative 
Resultate zu verzeichnen. Die meisten Versuche wurden ohne Zugabe 
von Mononatrium-phosphat ausgefiihrt, um die Isolierung der Glucose- — 
phosphorsaure nicht zu erschweren. Die benutzte Invertinlésung war 
praktisch phosphatasefrei, wie einwandfrei aus einem quantitativen 
Versuch folgt. 

Versuch 1. 10g saccharose-phosphorsaures Calcium wurden in 
120 com der Invertinlésung gelést; dazu kamen 1,5 ccm Toluol. Durch 
passenden Zusatz von Mononatrium-phosphat wurde der Neutralpunkt 
erreicht (py = 7). Die schon in kurzem Fehlingsche Mischung redu- 
zierende Fliissigkeit wurde 2 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt. 
Endwert von pg = 7,0. Nach Zufiigung von 1 g Calciumcarbonat 
wurde im Vakuum bei 40° konzentriert. Die eingeengte Lésung wurde 
tropfenweise unter Riihren in das vierfache Volumen absoluten Alkohols 
gegossen. Der abgenutschte Niederschlag wurde griindlich mit 80proz. 
Weingeist gewaschen. Die vereinigten Alkoholausziige, in denen sich 
die Fructose befand, wurden im Vakuum abgedampft und der Riick- 
stand wurde in Wasser aufgenommen. Nach dem Filtrieren wurde in 


1) R. Willstaetter und R. Kuhn, H. 129, 57, 1923. 
2) Dieselben, H. 115, 180, 1921; R. Kuhn, H. 125, 71, 1923. 
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einem Stépselzylinder auf 25,0 cem verdiinnt. Die Fliissigkeit redu- 
zierte stark alkalische Kupferlésung und zeigte im 1-dem-Rohr Links- 
drehung, entsprechend — 2,76 Proz. Traubenzucker. Dieser Wert aber 
ist 0,77 Fructose aquivalent und besagt, daB rund 20 Proz. der theo- 
retisch zu erwartenden Menge Fructose entstanden waren. Zur Dar- 
stellung des Methylphenylosazons wurde die wasserige Fruchtzucker- 
lésung eingeengt und nach der Vorschrift von C. Neuberg') mit 
Methyl-phenylhydrazin behandelt. Es resultierten 1,25 g exsikkator- 
trockenes Methyl-phenylosazon. Nach dem Umkristallisieren aus 
10proz. Alkohol schmolz das Osazon bei schnellem Erhitzen bei 158° 
und drehte im Pyridin-Alkoholgemisch = + 1,4° in Ubereinstimmung 
mit den in der Literatur verzeichneten Daten. 

Versuch 2. Derselbe Versuch wurde mit einer durch kurzes Kochen 
inaktivierten Invertinlésung ausgefiihrt. Die iibrigen Verhiltnisse, Zeit- 
dauer und Arbeitsweise, wie bei Versuch 1. Die vereinigten alkoholischen 
Ausziige besaBen nach dem Abdampfen und Aufnehmen in Wasser 
kein Reduktionsvermégen gegeniiber Fehlingscher Mischung und 
zeigten im 2-dem-Rohr eine minimale Rechtsdrehung. 


Versuch 3. 10g saccharose-phosphorsaures Calcium wurden in 
140 ccm Invertinlésung gelést und mit 1,5 cem Toluol versetzt. Durch 
Zugabe von Essigsiure wurde ein py von 4,7 hergestellt. Die Mischung 
wurde 9 Tage bei 24° aufbewahrt; dabei blieb das p, unverindert. Die 
Mischung wurde unter Beifiigung von 5g Calciumcarbonat eingeengt 
und wie in Versuch | weiterverarbeitet. Es ergab sich, daB 33 Proz. 
der theoretisch méglichen Menge Fructose frei geworden waren. 

Zum Nachweis des anderen bei der Inversion entstandenen Bruch- 
stiickes, des ghucose-phosphorsauren Calciums, wurde folgendermaBen ver- 
fahren. Der durch Alkohol erzeugte Niederschlag wurde nach fliichtigem 
Trocknen in heiBem Wasser aufgenommen. Das Filtrat ergab mit Blei- 
acetat nui eine schwache Triibung. Mit Bleiessig (ein UberschuB ist hier 
jedoch zu vermeiden) bildete sich ein dicker Niederschlag von glucose- 
phosphorsaurem Blei [Saccharose-phosphorsaure gibt mit Bleiessig keine 
Fallung?)]. Der Niederschlag wurde abgenutscht und griindlich mit Wasser 
gewaschen. Da der voluminése Bleiessigniederschlag etwas Saccharose- 
phosphat mit niederreiBt, wurde die Reinigung durch Bleiessigfillung 
(nach vorheriger Behandlung mit H,S) noch zweimal wiederholt. 
Nach Aufschwemmung in Wasser wurde mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt, filtriert, der Uberschu8 an H,S durch einen Luftstrom ver- 
trieben und mit Barytwasser genau neutralisiert. Diese wiisserige 
Lésung des glucose-phosphorsauren Bariums wurde eingeengt, erwirmt, 


1) C. Neuberg, Ber. 85, 961, 1902. 
2\ C. Neuberg und H. Pollak, diese Zeitschr. 28, 516, 1910. 
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mit Kohlensaure gesittigt und nach dem Erkalten in die doppelte 
Menge Alkohol eingegossen. Der amorphe Niederschlag wurde ab- 
gesaugt und zweimal aus Wasser mit Alkohol umgefallt. Nach dem 
Trocknen im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz wurde die Ver- 
bindung analysiert. Die erhaltenen Zahlen sowie das Verhalten lassen 
keinen Zweifel daran, daB fast vdéllig reines glucose-phosphorsaures 
Barium vorlag. Das Priaparat reduzierte kriftig Fehlingsche Lésung 
beim Kochen und zeigte auch alle itibrigen Eigenschaften des durch 
Saurehydrolyse aus der Saccharose-phosphorsaure gewonnenen Barium- 
glucose-phosphats. (Siehe die voranstehende Abhandlung.) 

0,1638 g Substanz gaben nach dem Gliihen mit Ammon-nitrat 0,0924 g 


Asche (Ba, P,O,). 
0,1734g Substanz: 0,1006¢ BaSO,. 


0,1556g¢ ,, 0,0454 ¢ Mg,P,O,. 
0,1799 g re 0,1140 g CO, und 0,0537 g H,O. 
C, H,, O, P Ba (395,5). 
Ber.: Ba, P,O, = 56,74, Ba = 34,73, P = 7,84, C = 18,21, 
H = 2,80 Proz. 
Gef.: Ba, P,O, = 56,41, Ba = 34,15, P = 8,12, C = 17,30, 
H = 3,31 Proz. 


Versuch 4. Bedingungen wie in Versuch 3. Die Invertinlésung 
war durch kurzes Kochen inaktiviert. Die vereinigten alkoholischen 
Ausziige hinterlieBen einen geringen Riickstand, der beim Aufnehmen 
im Wasser keine Reduktion von Fehlingscher Mischung bewirkte. Im 
2-dem-Rohr war die Drehung 0. 

Versuch 5. 10g saccharose-phosphorsaures Calcium in 140 cem 
Invertinlésung + 1,5 cem Toluol; durch Zusatz von Essigsiure wurde 
ein py von 4,8 hergestellt. Die Mischung wurde unter haufigem Schiitteln 
1 Woche im Brutschrank bei 37° belassen. Die H-lonenkonzentration 
blieb unverindert. Nach dem Einengen iiber CaCO, wurde filtriert 
und in Alkohol gegossen. Die alkoholischen Ausziige wurden, wie oben 
angegeben, auf Fructose untersucht. Gefunden haben wir 1,16 g Frucht- 
zucker oder etwa 30 Proz. der zu erwartenden Menge. 

Versuch 6. Anordnung wie in Versuch 5, aber mit inaktiviertem 
Ferment. Die alkoholischen Ausziige enthielten zum SchluB keine 
Spur von Fructose. 

Versuch 7. Zur Priifung der Frage, ob unsere Invertinlésung 
unter den obwaltenden Bedingungen Phosphatasewirkung zeigte, 
wurde folgender Versuch vorgenommen: 3,5g saccharose-phosphor- 
saures Calcium in 50,0 cem der Invertinlésung wurden mit 1 ccm 
Toluol versetzt. Vermittelst Essigsiure wurde ein py, von 4,8 
hergestellt. Die Mischung wurde im Brutschrank bei 37° aufbewahrt 
und von Zeit zu Zeit auf anorganische Phosphorsiure analysiert. Zu 
diesem Zwecke wurden 4,0 cem der schwach getriibten Lésung heraus- 
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pipettiert, ammoniakalisch gemacht und mit 20 cem ammoniakalischer 


Magnesiamischung versetzt. Nach l6stindigem Stehen wurden die 
Niederschlage auf tibliche Weise in Magnesium-pyrophosphat iiber- 
gefiihrt. 





Mg, P, O; 
~ 


Zeit 


Gleich nach dem Auflésen des 
saccharo-phosphorsauren Cal- 
ciums in der Fermentlésung 0,0040 
nach 1 Tage .... . 0,0038 
ll Pare . 0.0036 
5 . , ° . 0,0036 


7 hy ww é78 0,0034 


“ ‘ * 











Uber das physiologische Verhalten des Acetoins. 


II. Mitteilung: 
Cher das Verhalten des Acetoins im Tierkérper. 


Von 
C. Neuberg und A. Gottschalk. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Durch die Untersuchungen von C.Neuberg und E. Reinfurth? 
war festgestellt, daB im Stoffwechsel der Hefe die Bildung von groBen 
Mengen Acetoin (Acetyl-methyl-carbinol) erzwungen werden kann. 
Damit war zum ersten Male gezeigt worden, daB das wichtige inter- 
mediare Umsetzungsprodukt Acetaldehyd die ,,Acyloin-kondensation“ 
zu einer Substanz erleiden kann, die normalerweise nicht als Aus- 
scheidungsprodukt des betreffenden Organismus nachzuweisen ist. 
Bis dahin war noch niemals Acetoin bei irgend einer Betatigung der 
Hefe zutage getreten. Wohl aber ist dieser Kérper seit langem als ein 
gar nicht seltenes Erzeugnis verschiedener Bakterien beobachtet, 
wie des Bacillus lactis aerogenes, des Bacterium cloacae, des Bacterium 
subtilis und verwandter Arten. 

Somit war immerhin mit der Méglichkeit zu rechnen, daB der 
Acetaldehyd auch im Tierkérper zur Entstehung des Acetoins AnlaB 
geben kénnte. Denn gerade durch unsere Untersuchungen?) ist klar- 
geworden, daB fiir die animalische Zelle gleichfalls Acetaldehyd im 
Mittelpunkt der Abbaureaktionen steht. Da aber der Acetaldehyd 
normalerweise und bei pathologischen Zustinden nicht oder nur in 
Spuren zur Ausscheidung gelangt*), so muB8 intermediir gebildeter 
Acetaldehyd anderweitig verbraucht werden, sei es da8 er in letzter 
Linie zur Synthese von Kohlenhydraten, Fetten und Acetonkérpern 
dient, sei es daB er iiber die Essigsiurestufe auf nicht bekannten Wegen 
der endgiiltigen Oxydation anheimfallt. 

So wenig wie fiir die Hefezellen ist fiir den tierischen Organismus 
normaliter eine Ausscheidung von Acetoin oder seinem Reduktions- 
produkt, dem £, y-Butylenglykol, bekannt. Um iiber das Schicksal 
fertigen Acetoins und Butylenglykols etwas zu erfahren, haben wir 


1) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 148, 553, 1923. 
2) C. Neuberg und A. Gottschalk, ebendaselbst 146, 164, 1924; 151, 169, 


1924; 158, 253, 1925. 
3) W. Stepp und I. Rothman-Manheim, ebendaselbst 146, 349, 1924; 


dortselbst ausfiihrliche Literaturangaben. 
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Kaninchen beide Kérper subkutan einverleibt und besonders auf zwei 
Produkte gefahndet, die durch Umwandlung aus den beiden Stoffen 
hatten hervorgehen kénnen, namlich auf Milchsiure und £-Oxy-butter- 
siure (bzw. Acetessigsiure oder Aceton). Die Suche nach diesen Sub- 
stanzen ist in allen Fallen erfolglos geblieben; auch Zucker war in den 
Ausscheidungen nicht zugegen. Dagegen ergab sich, daB im Falle des 
Acetoins ein kleiner Teil des dargereichten Ausgangsmaterials un- 
verandert in den Harn iibertrat, aus dem es in Form des charakte- 
ristischen p-Nitro-phenyl-osazens isoliert werden konnte. Gleichzeitig 
war der Gehalt des Urins an gepaarter Glucuronsiure unzweideutig 
vermehrt. Ob es sich dabei um die Glucuronsaure-verbindung des 
Acetyl-methyl-carbinols selber gehandelt hat oder um das Derivat des 
zugehérigen £8, y-Butylenglykols, ist nicht entschieden. 

Das 2,3-Butandiol gibt zu einer sehr reichlichen Bildung gepaarter 
Glucuronsiure AnlaB. Daneben tritt kein Acetoin auf, so daB eine 
Oxydation des f, y-Butylenglykols zu Acetyl-methyl-carbinol im Tier- 
kérper jedenfalls nicht in dem Mabe erfolgt, daB eine Eliminierung des 
freien Keton-alkohols stattfindet. Hinsichtlich der Fiahigkeit zur 
Paarung mit Glucuronsiure schlieBen sich diese beiden aliphatischen 
K6rper einigen anderen Alkoholen dieser Reihe an, so insbesondere dem 
Pinakon') und dem Propylenglykol?). 

Zu den Versuchen hat in beiden Fillen razemisches Material 
gedient, das durch halbseitige oder ganzseitige Reduktion des Diacetyls 
gewonnen worden war. Bemerkenswert ist, daB trotz der verabfolgten 
relativ hohen Dosen sich keine Vergiftungserscheinungen, auch keine 
Nierenreizungen (Fehlen von EiweiB im Urin) bemerkbar gemacht 
haben. Das steht in Ubereinstimmung mit der erstaunlichen Un- 
giftigkeit der beiden genannten Kérper auch fiir die Hefezelle, die aus 
Acetaldehyd und Zucker Acetoin bilden und letzteres zu f, y-Butylen- 
glykol phytochemisch reduzieren kann*). Sowohl Acetoin als Butylen- 
glykol wurden von den Versuchstieren reaktionslos vertragen, und man 
wird wohl zum mindesten fiir das Acetoin im Hinblick auf die geringe 
Menge des unverindert ausgeschiedenen Materials und die nicht sehr 
betrachtliche Paarung mit Glucuronsaure mit einiger Wahrscheinlichkeit 
annehmen diirfen, daB es im tierischen Organismus Umsetzungen unter- 
liegt oder weitgehend verbrannt wird. 


A. 
Kaninchen, mannlich, 2,275 kg schwer, erhalt 3 Tage lang eine gleich- 
maBige Kost, bestehend aus Runkelriiben. Der bei dieser Nahrung ge- 


1) H. Tierfelder und I.v. Mehring, H.9%, 513, 1885, sowie J. Pohl, 


Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 1908, Suppl., 427. 
2) S. Miura, diese Zeitschr. 36, 25, 1911. 
3) C. Neuberq und M. Kobel, diese Zeitschr. 160, 250, 1925. 
Biochemische Zeitschrift Band 162 32 
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lassene Urin ist frei von EiweiB, reduziert Fehlingsche Lésung in der Warme 
nicht und gibt nur eine ganz schwache Glucuronsaure-reaktion mit Naphtho- 
resorcin. 

1. Versuchstag. 10 Uhr vormittags: Das Tier bekam 1 ccm d, l-Acetoin, 
in 10 cem aqua dest. steril gelést, subkutan injiziert. 

11 Uhr 30 Minuten vormittags: Injektion von weiteren 2 ccm Acetoin 
in l5eem H,O. 

2 Uhr nachmittags: Es waren 95 ccm Urin entleert. Dieser Urin 
reduzierte Fehlingsche Mischung in der Warme mittelstark und enthielt 
keine optisch aktiven Substanzen. Aceton- und Acetessigsiureproben 
negativ. Eiwei®B nicht vorhanden. 

20 cem des entleerten Harnes werden mit 0,5 g p-Nitrophenylhydrazin, 
die in 2,5cem absolutem Alkohol und 2,5cem Essigséure gelést waren, 
214 Stunden im kochenden Wasserbade erhitzt. Es fallt ein in Alkohol 
und Essigséure unlésliches, in Pyridin lésliches Osazon aus. Schmelzpunkt 
nach dem Umkristallisieren aus Pyridin-Eisessig 312°. 

2. Versuchstag. 9 Uhr vormittags: 245 ccm Urin. Derselbe reduziert 
Fehlingsche Lésung in der Hitze. Die reduzierende Substanz wird von 
frischer Hefe nicht vergoren. Polarisation 0. Aceton, Acetessigsiure sowie 
EiweiB abwesend. 

9 Uhr 30 Minuten vormittags: Das Tier erhalt abermals subkutan 
2cem Acetoin, in 15 cem keimfreien Wassers. 

3. Versuchstag. 9Uhr 15 Minuten vormittags: 410ccem Urin, der 
die gleichen Eigenschaften wie der Harn des Vortages aufweist. 

9 Uhr 30 Minuten: Subkutane Injektion von 2 cem Acetoin in 15 cem 
Wasser. 

4. Versuchstag. 9 Uhr vormittags: 455 cem Urin. Der Harn reduziert 
Fehlingsche Lésung in der Wirme. Polarisation 0. Acetonkérper und 
Eiwei8 nicht nachweisbar. 

100 cem dieses Urins werden mit 1g p-Nitrophenylhydrazin, gelést 
in 5cem Essigséure und 5 cem Alkohol, 24% Stunden im siedenden Wasser- 
bade erhitzt. Das ausgefallene Osazon wird abgesaugt, ausgewaschen, 
getrocknet, dann 2 Stunden mit Alkohol ausgekocht, abgenutscht und 
getrocknet. Aus 100cem Harn wurden 0,0914g rohes Acetoin-p-nitro- 
phenyl-osazon vom Schmelzpunkt 270° erhalten. Nach dem Umbkristalli- 
sieren aus Pyridin-Eisessig lag der Schmelzpunkt bei 309°. 


Weitere Untersuchung der vereinigten Harne der vier Versuchstage. 


500 cem Urin (alkalische Reaktion) werden auf dem Wasserbade auf 
100 ccm eingeengt. Alsdann Zusatz von 25cem 25proz. Schwefelsdure, 
wodurch die Fliissigkeit stark kongosauer wird, und Sattigung mit festem 
Ammoniumsulfat. Die klar filtrierte Fliissigkeit wird nunmehr 35 Stunden 
lang im Perkolator mit Ather ausgezogen. Darauf wird der Ather des 
Extraktes an der Luft verdunstet. Die Thiophen-probe auf Milchséure 
ist im Riickstande negativ. Der restierende Teil des Extraktes wird in 
15cem Wasser aufgenommen, einige Zeit mit Zinkcarbonat gekocht und 
filtriert. Das Filtrat wird auf dem Wasserbade eingeengt und in den Ex- 
sikkator gestellt; es kristallisierte nichts aus. 

20cem Urin + 2ccm 50proz. Schwefelséurelésung 24% Stunden am 
RiickfluSkiihler auf dem Baboblech gekocht, durch Tierkohle entfarbt 
und filtriert. Drehung nicht deutlich; Fehlingsche Lésung wird in der 
Warme schwach reduziert. Naphthoresorcin-probe positiv, starker als im 
Urin der Vorperiode. 
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B. 


Mannliches Kaninchen im Gewicht von 2,63 kg wird 3 Tage hindurch 
wie das andere Versuchstier ernahrt. Der bei dieser Kost gelassene Urin 
ist frei von Eiwei8, reduziert heiBe Fehlingsche Lésung nicht und gibt 
nur eine ganz schwache Naphthoresorcin-reaktion. 

1. Versuchstag. 10Uhr vormittags: Das Tier erhalt eine subkutane 
Injektion von 6cem reinem d, l-Acetoin, gelést in 30ccm sterilem Wasser. 
Die Einspritzung wird sehr gut vertragen. 

2. Versuchstag. 10 Uhr vormittags: 145cem Urin. Naphthoresorcin- 
probe deutlich positiv. Fehlingsche Lésung wird in der Hitze schwach 
reduziert. Polarisation entsprechend 0,8 Proz. Glucose nach links. Aceton 
und Acetessigsaiure fehlen. 

Nach Spaltung des Urins mit Mineralsiure Rechtsdrehung entsprechend 
0,5 Proz. Traubenzucker. Deutliche Naphthoresorcin-reaktion. Fehlingsche 
Lésung wird in der Warme kriaftig reduziert. 

3. Versuchstag. 10 Uhr vormittags: 205ccem Urin; reduziert Fehling- 
sche Mischung in der Warme schwach. Polarisation entsprechend 0,5 Proz. 
Glucose nach links. Aceton und Acetessigsiure abwesend; Nach Spaltung 
des Urins mit Mineralséiure Drehung = 0,35 Proz. nach rechts. Naphtho- 
resorcin-reaktion deutlich positiv, Fehlingsche Lésung wird stark reduziert. 


Aufarbeitung des vereinten Urins der drei Versuchstage. 


200 cem Urin werden in der oben angegebenen Weise auf Milchsaiure 
untersucht. Sie konnte weder durch die Thiophen-probe noch als Zinksalz 
nachgewiesen werden. Aus dem mangelnden Drehungsvermégen des 
verdunsteten Atherriickstandes ist auch auf die Abwesenheit von -Oxy- 
butterséiure zu schlieBen. 

Cc. 

Kaninchen, mannlich, 1,85 kg schwer, erhalt 3 Tage lang eine gleich- 
maéBige Kost, bestehend aus Runkelriiben. Der bei dieser Nahrung ge- 
lassene Urin ist frei von EiweiB, reduziert Fehlingsche Lésung in der Wairme 
nicht und zeigt nur eine schwache Naphthoresorcin-probe. 

Dem Tier werden im Abstande von 5 Stunden zweimal je 5,0 ccm reines 
8, y-Butylenglykol (insgesamt 10,0 ccm) in je 40ccm sterilem Wasser 
subkutan beigebracht. Urinmenge von 48 Stunden: 360ccem. LEiweib, 
Aceton und Acetessigséiure nicht zugegen. Naphthoresocin-reaktion sehr 
stark positiv. Reduziert Fehlingsche Lésung in der Warme nicht. 

10,0cem Urin werden mit 2g festem Quecksilberacetat') verrieben, 
filtriert, durch H,S entquecksilbert und filtriert. Das Filtrat reduziert 
Fehlingsche Lésung nicht. Polarisation entsprechend 0,8 Proz. Glucose 
nach links. Nach Spaltung mit Mineralséiure reduziert das dextrogyre 
Filtrat Fehlingsche Mischung auBerst kraftig. 

300 ccm des nativen Harns werden nach Einengen auf dem Wasser- 
bade, Ansa&uerung mittels Schwefelsiure und Sattigung mit Ammonium- 
sulfat 36 Stunden lang im Extraktionsapparat mit Ather ausgezogen. 
Im Extrakt konnte Milchséure nicht nachgewiesen werden. 


1) Siehe C. Neuberg, Der Harn, 8S. 328. 



































Notiz iiber das Aldehydacetal des Methylglyoxals. 


Von 


C. Neuberg und 0. Dalmer. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Fiir die ersten Untersuchungen iiber die enzymatische Dismutation 
des Methylglyoxals zu Milchsiure') hat uns das reine Methylglyoxal 
gedient, das durch die grundlegende Untersuchung von J. Meisen- 
heimer®) in der fiir diese Zwecke erforderlichen Qualitaét zuginglich 
geworden war. Das Methylglyoxal wird nach diesem Verfahren aus 
seinem Aldehyd-acetal gewonnen, dessen Bereitung von der Dichlor- 
essigsiure aus dank der originellen Synthese von A. Wohl und 
W. Lange*) méglich ist. Der Weg ist folgender: Dichloressigsaure, 
CHCl, . COOH — Diiathoxy-essigester, CH (OC, H,). .COOC, H, > Di- 
athoxy-essigsiure-piperidid, GH (OC, H;),.CO.NO;H,», -—> Aldehyd- 
acetal des Methylglyoxals, CH (OC,H;),.CO.CH;, — Methylglyoxal, 
CHO .CO.CHsg. 

Meisenheimer empfiehlt (1. c.), unbedingt nur von reiner Dichlor- 
essigsiure aus Chloral auszugehen. Wir haben nun gefunden, dab 
man auch die technische Dichloressigséure*) trotz ihres Gehalts an 
mono- und dichlorierter Essigsiure ganz gut verwenden kann. Mono- 
und Dichloressigsiure sind wegen ihrer nahezu identischen Siedepunkte 
(Kp. 188,5 und 189°) nicht durch Destillation zu trennen. Dagegen 
kann man durch zweimalige Fraktionierung am mehrkugeligen Bi- 
rektifikator die Hauptmenge der Trichloressigsiure (Kp. 195°) zuriick- 
halten. Benutzt man die Fraktion vom Siedepunkt 188 bis 189° und 
behandelt sie nach der Vorschrift von Wohl und Lange mit so viel 
Natriumiathylat, als ob reines dichloriertes Material vorlaige, so erhilt 
man nach anschlieBender Veresterung nunmehr ein Produkt, aus dem 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 49, 502, 1913; 51, 484, 1913. 

2) J. Meisenheimer, Ber. 45, 2635, 1912. 

°) A. Wohl und W. Lange, Ber. 41, 3615, 1908. 

*) Den Héchster Farbwerken, die uns vor mehreren Jahren ein gréBeres 
Quantum von Riicksténden der Monochloressigséure-fabrikation iiber- 
lassen haben, sind wir sehr zu Dank verpflichtet. 
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unschwer das diaithoxy-essigsaure Athy] herausdestilliert werden kann; 
denn sein Siedepunkt!) (Kp. 199°) ist z. B. von dem des Athoxy-essig- 
esters*) (Kp. 152°) recht verschieden. Mehrfache, sorgfaltige Bi- 
rektifikation liefert reinen Diithoxy-essigester. Bei der Wohlfeilheit 
der technischen Dichloressigsiure und dem hohen Preise der reinen 
Dichloressigsiure (aus Chloral) ist die beschriebene Gewinnungsweise 
nicht ohne Wert. 

Die Umwandlung des diathoxy-essigsauren Athyls in das Aldehyd- 
acetal des Methylglyoxals und schlieBlich in den freien Ketonaldehyd 
selbst haben wir mit bestem Erfolge auch nach den Angaben von 
H. D. Dakin und H. W. Dudley*) tiber den y-Diithoxy-acetessigsiure- 
athylester, CH (OC,H;),.CO.CH, .CGOC,H,, ausgefihrt *). 

Durch das neue Verfahren von H.O.L. Fischer und C. Taube) 
zur Darstellung von freiem Methylglyoxal ist der Weg tiber das Aldehyd- 
acetal entbehrlich geworden. Aber fiir synthetische Zwecke, beispiels- 
weise auch zur Gewinnung des interessanten a-Oxypropion-aldehyds, 
ist das Aldehyd-acetal des Methylglyoxals von Bedeutung geblieben, 
um so mehr, als eine Acetalisierung des Methyiglyoxals®) dessen T »tra- 
athylacetal ergibt und diese Verbindung keine reaktionsfahige Carbony]- 
gruppe mehr besitzt. Wir haben es deshalb fiir nicht tiberfliissig ge- 
halten, die erwaihnten Erfahrungen mitzuteilen. 


1) W. Traube, Ber. 40, 4949, 1907. 

2) A. Félsing, Ber. 17, 486, 1884. 

8) H>D. Dakin und H.W. Dudley, Journ. Chem. Soc. London 105, 
2453, 1914. 

*) Bei der Kondensation mit Essigester empfiehlt sich die Verwendung 
von Natrium in Drahtform, was bei Benutzung eines Natriumaufsatzes 
keine Schwierigkeiten bereitet. 

5) H.O. L. Fischer und C. Taube, B. 57, 1502, 1924. 

































Uber den Mechanismus der Milchsiurebildung bei Bakterien. 


Von 


C. Neuberg und G. Gorr. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Vor 12 Jahren haben C. Neuberg') einerseits und H. D. Dakin 
und H. W. Dudley?) andererseits an tierischen Zellen das regelmaBige 
Vorkommen eines Ferments dargetan, das leicht und schnell Milchsaure 
aus Methylglyoxal erzeugt. Nach Art der Umwandlung und nach 
dem Charakter des Ferments handelt es sich dabei um die Verwirk- 
lichung einer inneren Cannizzaroschen Reaktion, um eine Dismutation. 
Genau wie die Tatigkeit der Carboxylase nicht spezifisch eingestellt 
ist allein auf die Brenztraubensiure, die zum Methylglyoxal gehérige 
Saure, sondern sich auch auf deren Homologe und Substitutions- 
produkte erstreckt, so greift nach den Feststellungen der beiden 
amerikanischen Autoren die Ketonaldehydmutase (von ihnen Gly- 
oxalase genannt) die Abkémmlinge des Methylglyoxals ebenfalls an. 
Die physiologisch gréBte Bedeutung besitzt die Entstehung von Milch- 
siure aus Methylglyoxal. Die Fahigkeit zur Bildung von Milchsaure 
ist namlich eine der sinnfalligsten AuBerungen der tierischen Zelle. 
Neuberg sowie Dakin und Dudley haben bereits den fermentativen 
Charakter der Methylglyoxal-umwandlung bewiesen, indem sie zeigten, 
daB sie auch durch zellfreie Ausziige von Organen herbeigefiihrt wird. 
Wenn man von der Anschauung ausgeht, daB ein so weit verbreitetes 
und kraftiges Ferment wie die Ketonaldehydmutase eine Funktion zu 
erfiillen hat, so wird man die Bildung von Milchsiure aus Methyl- 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 49, 502, 1913; 51, 484, 1913. 


4 


2) H. D. Dakin und H.W. Dudley, Journ. of biol. Chem. 14, 155, 
423, 1913; 16, 505, 1914. 
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glyoxal nicht als eine zufallige Leistung der tierischen Zelle betrachten, 
sondern als einen in der Norm sich vollziehenden Vorgang. Die Berechti- 
gung fiir eine solche SchluBfolgerung erscheint um so gréBer, als auch 
fiir den allgemeinen Mechanismus des Kohlenhydratabbaues ein inter- 
mediares Auftreten von Methylglyoxal mit guten Griinden angenommen 
werden darf; daB zudem diese Umwandlung des Methylglyoxals durch 
animalisches Ferment in physikalisch-chemischer Hinsicht den Charakter 
der typischen Stoffwechselreaktionen trigt, hat jiingst. O. Meyerhof') 
dargelegt. 

Nun ist aber die Bildung von Milchsiure keineswegs ein Merkmal 
der tierischen Zelle, sondern in der ganzen belebten Natur nachweisbar ; 
besonders deutlich tritt sie bei den Mikroorganismen zutage. Ist doch 
die Milchsiure — als ein Erzeugnis der bakteriellen Kohlenhydrat- 
spaltung — gerade im Stoffwechsel der Kleinlebewesen entdeckt worden. 


Es erhob sich nun die Frage, ob sich auch fiir’ Bakterien der 
Reaktionsablauf nachweisen laBt, der vom Methylglyoxal zur Milch- 
siure fiihrt. Es liegt tiber diesen Gegenstand bisher nur eine vereinzelt 
gebliebene positive Angabe von C. Neuberg vor. Er konnte beobachten, 
daB unter bestimmten Verhiltnissen*) Hefensaft zugefiigtes Methyl- 
glyoxal in Milchsiure umwandelt. Nun ist jedoch erwiesenermaBen 
bei der Hefe die Kraft, Milchsiure hervorzubringen, sehr schwach aus- 
gebildet. Normal lebende Hefe erzeugt iiberhaupt kein Lactat, und es 
ist auch nicht immer mit gentigender Sicherheit ausgeschlossen worden, 
daB Hefezubereitungen, die Milchsiure ergaben, frei waren von ubi- 
quitiren Milchsiurebildnern aus dem Reiche der Bakterien. Wir haben 
es deshalb fiir wichtig gehalten, die Frage mit garantierten Rein- 
kulturen eines Milchsiure produzierenden Bacillus zu priifen. Wir 
berichten zundchst iiber das Verhalten des Bacterium coli, mit dem 
man bekanntlich aus Zucker sehr reichlich Milchsaure erhalt. 

Wir haben gefunden, daB Milchsiurebakterien das Methylglyoxal 
rasch und quantitativ in Milchsiure umwandeln. Dabei entstand 
ausschlieBlich die racemische Saure, wie sie auch bei der Milchsaure- 
girung von Zucker zumeist*) auftritt. 

Wenn wir hinzufiigen, daB nach Erfahrungen des hiesigen Instituts, 
iiber die spiter berichtet werden soll, andere pflanzliche Zellen eben- 
falls Methylglyoxal angreifen, so kann an der Verbreitung dieses 
Mechanismus der Milchséure-entstehung auch bei vegetabilischen 
Zellen kein Zweifel obwalten. 


!) O. Meyerhoj, diese Zeitschr. 159, 432, 1925. 
2) C. Neuberg, ebendaselbst 51, 506, 1913. 
3) Vel. hierzu 4A. Mc Kenzie, Chem. Centralbl. 1905, IT, 
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Das labile Methylglyoxal wird durch die Colibazillen zu Milch- 
saure stabilisiert, die offenbar gegen die Erreger widerstandsfahig ist. 
Dieser Umstand vermag auca zu erkliren, warum W.C. de Graaff und 
A.J.LeFévre*) im Verlauf ihrer bemerkenswerten Untersuchungen 
iiber bakterielle Giarungen aus Methylglyoxal (bei Anwendung des 
Abfangverfahrens) keinen Abbau zu Acetaldehyd konstatiert haben. 


La®t man das Bacterium coli auf Methylglyoxal einwirken, so 
erfolgt, wie gesagt, die Umwandlung in Milchsiaure quantitativ. Damit 
wird zugleich der AnschluB an die von A. Harden?) aufgestellte Ideal- 
gleichung der Coli-girung erreicht. Der genannte Forscher hat gezeigt, 
daB unter giinstigen Verhiltnissen die Umsetzung praktisch gemaB8 
der Gleichung: 

20,H,.0, + H,O = 2CH,.CHOH .COOH + C,H,OH 
+ CH,.COOH + 2C0, + 2H, 
verlauft. 


Diese Formulierung kann, wie friiher dargelegt worden ist*), nach 
dem heutigen Stande des Wissens in folgender Weise aufgelést werden: 


a) 20,H,,.0, = 2CH,.CHOH .COOH + 2CH,.CO.COOH + 2H,, 
8) 2CH,.CO.COOH = 2CH,.COH + 2C0,, 
y)2CH,.COH + H,O = 0,H,.0H + CH,.COOH. 


Diese Deutung besagt, daB die Vergirung der Hexose durch das 
Bacterium coli im Grunde ahnlich vor sich geht wie durch Hefe. Von 
dem intermediair entstehenden Methylglyoxal werden zwei Molekiile 
zu Milchséure stabilisiert; mit zwei weiteren Molekiilen bzw. ihrem 
Zuckeraquivalent erfolgt eine Umwandlung analog den Erscheinungen 
bei der dritten Vergirungsform, nur mit dem Unterschiede, daB der 
,, Garungswasserstoff, der bei der Erhebung des Methylglyoxals auf 
die Brenztraubensaure-stufe disponibel wird, hier auf keinen Akzeptor 
iibertritt, sondern in molekularem Zustande frei entweicht. Inzwischen 
hat F. Windisch in unserem Laboratorium mit Colibakterien auch die 
Dismutation des Acetaldehyds zu aquimolekularen Mengen Essigsiure 
und Athylalkohol durchgefiihrt ; dabei kann das Ausgangsmaterial auch 
Brenztraubensaure sein, die sich somit auf neue Weise als die Vorstufe 
des Athylalkohols und der physiologisch vielleicht noch wichtigeren 
Essigsiure erweist. Die Angreifbarkeit der Brenztraubensiure durch 
dieselben Erreger*) ist auBer Zweifel gestellt. Somit kann das 


1) W.C.de Graaff und A.J. Le Févre, diese Zeitschr. 155, 313, 1925. 
2) A. Harden, Journ. of Chem. Soc. 79, 610, 1901. 

3) C. Neuberg und F.F. Nord, diese Zeitschr. 96, 139, 1919. 

*) Vgl. G. Wagner, Centralbl. f. Bakt. 71, [I], 33, 1913. 
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modifizierte Schema fiir die Vorginge bei der Coligirung in weit- 
gehendem MaBe als bewiesen gelten. 


Die Uberfithrung des Methylglyoxals in Milchsiure durch die 
Colibazillen geschah in folgender Weise: 


Die auf Bierwiirze-Agar gewachsenen Bakterien wurden mit einer 
fliissigen Bierwiirze abgeschwemmt, in der dieselben Erreger geziichtet 
worden waren. Die so gewonnenen Kulturen von 90 Platten wurden in 
groBen, 500 cem fassenden Nickelbechern zentrifugiert und dreimal mit 
physiologischer Kochsalzlésung nach dem Aufriihren in denselben 
MetallgefaBen gewaschen. Die unter allen Kautelen durchgefiihrten 
Manipulationen lieferten eine hell-braunliche Bakterienmasse. 


a) Zur Verwendung gelangte — nach Ermittlung an einer kleinen 
Probe — eine Bakterienmenge entsprechend 5,4 g Trockensubstanz. 
Diese wurde in 980cem keimfreier physiologischer Kochsalzlésung 
suspendiert und nach Zugabe von 10g Calciumearbonat (bei 130° 
entkeimt) mit 20,0 cem einer 4,85proz. Methylglyoxallésung versetzt. 
Das Gemenge blieb in einem sterilen GefiB mit WatteverschluB im 
Brutschrank bei 37° stehen. 

b) Zur Kontrolle wurden 5,0 cem derselben Methylglyoxallésung 
mit 245 cem physiologischer Kochsalzlésung und 2,5 g Calciumearbonat 
zusammengebracht und bei 37° aufbewahrt. Beide Fliissigkeiten be- 
saBen also denselben Gehalt an Methylglyoxal = 0,97 Proz. Der 
Gehalt an Methylglyoxal war nach der recht genauen Nitropheny!l- 
osazonmethode!) ermittelt. 

Wahrend im bakterienfreien Ansatz b) nach 18 Stunden das 
Methylglyoxal noch in gréBten Mengen nachweisbar war, ist es im 
Versuch mit den Colibakterien vollstaindig verschwunden gewesen. 
(Priifung mittels p-Nitrophenylhydrazin in einem kleinen abgeschleu- 
derten Quantum.) 

Wir haben deshalb zu diesem Zeitpunkt zu beiden Ansatzen noch 
jeweils die gleiche Menge Methylglyoxallésung, wie urspriinglich, hinzu- 
gefiigt. Diese wurde von den Bakterien in weiteren 24 Stunden cben- 
falls restlos verarbeitet, wahrend im Blindversuch auch nach dieser 
Zeit bedeutende Mengen Methylglyoxal vorhanden waren. 

Um die freiwillige Umwandlung von Methylglyoxal zu Milchsaure 
zu kontrollieren, haben wir nach dem Nitrophenylosazon-Verfahren in 
der Blindprobe b) die restierende Quantitaét Methylglyoxal ermittelt. 


1) C. Neuberg, E. Farber, A. Levite und E. Schwenk, diese Zeitschr. 
83, 263, 1917. 
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Wir fanden genau 70 Proz. wieder, wobei zu bemerken ist, daB durch 
die Bestimmungsmethode in verdiinnten Lésungen eher zu wenig als 
zu viel Methylglyoxal angezeigt wird. 

Fiir die Kennzeichnung der Milchsiure schien es uns in diesem 
grundsitzlich wichtigen Falle angebracht, nicht eines der indirekten 
Verfahren oder eine der analytischen Methoden anzuwenden, die auf 
der Umwandlung der anwesenden Substanz in Acetaldehyd beruhen. 
Wir haben vielmehr die Milchsaure als kristallisiertes Zinklactat isoliert. 


Zu diesem Zwecke wurde die, wie erwihnt, vollkommen methyl- 
glyoxalfrei gewordene Fliissigkeit des Ansatzes a) aufgekocht und 
filtriert. 950ccem klares Filtrat wurden im Faust-Heimschen Ver- 
dunstungskasten auf 300 ccm eingeengt und mit 10 cem konzentrierter 
Salzsiure sowie mit 2g Sublimat versetzt. Es trat nur ein geringer 
Niederschlag auf, der nach 24stiindigem Stehen im Eisschrank be- 
seitigt und ausgewaschen wurde. Das klare Filtrat wurde mit Schwefel- 
wasserstoff entquecksilbert. Das Quecksilbersulfid setzte sich gut ab 
und wurde ausgewaschen. Das durch einen Luftstrom vom H,S befreite 
Filtrat wurde mit Natronlauge genau neutralisiert, mit verdiinnter 
Salzsiure ganz schwach angesiuert und im Vakuum auf 100 cem ein- 
geengt. Alsdann wurde mit 15 cem 60 Proz. P,O; enthaltender Phosphor- 
siure angesduert und mit festem Ammoniumsulfat gesittigt. Dabei 
schied sich Gips ab, der am nachsten Tage abfiltriert und mit gesittigter 
Ammoniumsulfatlésung ausgewaschen wurde. Die klare Fliissigkeit 
wurde dann im Perkolator 36 Stunden mit Ather extrahiert und der 
Riickstand in der schon von E. Salkowski') empfohlenen Weise ge- 
reinigt, d.h. auf dem Wasserbade zur Vertreibung fliichtiger Sauren 
mit H,O erwarmt und dann mit alkalifreiem Bleicarbonat nach Zugabe 
von 200 cem destillierten Wassers 1 Stunde lang gekocht. Nach Ab- 
kiihlung in Eis wurde von den festen Bleisalzen abfiltriert. Dieselben 
wurden mit Eiswasser ausgewaschen; die wasserkiare Fliissigkeit wurde 
mit Schwefelwasserstoff entbleit. Nach Austreibung von H,S durch 
einen Luftstrom wurde mit reinem Zinkearbonat 11. Stunden im 
siedenden Wasserbade erhitzt, dann wurde eingedunstet und die 
konzentrierte Fliissigkeit in ein gewogenes Glasschalchen tibergepiilt. 
Beim weiteren Einengen kristallisierte der Inhalt nahezu vollstandig. 
Er wog 1,98g und bestand aus den charakteristischen Krusten von 
milchsaurem Zink. Diese wurden mit wenig Wasser verriihrt, ab- 
genutscht und dann aus heiBem Wasser umkristallisiert, aus dem sich 
sofort reines Zinklactat abschied. Dasselbe wurde nach 24stiindigem 
Stehen abgesaugt, mit Eiswasser gewaschen und an der Luft zur 


1) E.Salkowski und W. Leube, Die Lehre vom Harn, Berlin 1882, S. 126; 
E. Salkowski, H. 68, 240, 1909. 
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Gewichtskonstanz getrocknet. Gema® den Analysen lag racemisches 
Zinklactat vor. 

0,1621 g Substanz gaben bei 105° 0,0290 g H,O ab. 

0,1173 ¢ entwisserte Substanz lieferten 0,0394¢ ZnO'). 

0,1015g¢ Substanz ergaben 0,0340¢ ZnO. 

(C,;H,O,),Zn + 3H,O Ber.: H,O 18,18; gef.: 17,89 Proz. 

(C,H,O,),Zn. Ber.: ZnO 33,47 Proz.; gef.: 30,50 und 30,49 Proz. 

Ein Kérnchen der Substanz lieferte auf das intensivste die Milch- 
siurereaktion mit Thiophenlésung nach Fletcher und Hopkins. 

Die polarimetrische Priifung mit einer Auflésung von 0,1202 g 
wasserfreien Zinksalzes in 10,0 com Wasser ergab keinerlei Ablenkung ; 
auch die Mutterlauge, in der das leichter lésliche Zinksalz einer aktiven 
Modifikation sich hatte befinden kénnen, zeigte kein Drehungsver- 
mégen. 


') Bestimmt nach R. Willstaetter und A. Pjannenstiel, Ann. 858, 250, 
1907 08. 
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Uber eine Reaktion der Fructose mit Alanin. 


Von 
C. Neuberg und M. Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Seit langem wei man, da Aminosdiuren mit Kohlenhydraten 
reagieren kénnen. Dies macht sich namentlich bei der hydrolytischen 
Spaltung von Proteinen bemerkbar, die Kohlenhydrate als Bestandteile 
oder Beimengungen enthalten. Schon in der Alteren Literatur finden 
sich zahlreiche Angaben iiber die gemeinsame Beteiligung von Zucker- 
arten und EiweiSbausteinen an der Entstehung von Melaninen und 
Huminstoffen'). Bei einigen synthetischen Aminoséuren der aroma- 
tischen Reihe sind gut kristallisierte Umsetzung:produkte mit Aldosen 
beobachtet. So vereinigt sich nach den wenig bekannt gewordenen 
Versuchen von B. Schilling*) die 1, 2, 3-Diaminobenzoesiure (y-Diamino- 
benzoesdure) mit Glucose, Maltose und Lactose zu Verbindungen, denen 
der stickstoffhaltige Ring des Benzimidazols zugrunde liegt, indem 
beispielsweise dem Derivat des Traubenzuckers die Konstitution 


HOOC H 
—N 
C—(CHOH),—CH,OH 
zuzuerteilen ist. Eime Reaktion zwischen gewéhnlichen Amino- 


siuren und Zuckerarten hat L.C. Maillard*) zum Gegenstand ein- 


1) Vgl. F. Samuely, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 335, 1902. 

*) B. Schilling, Ber. 34, 902, 1901; s. auch P.Griess und G. Harrow, 
Ber. 20, 2210 und 3110, 1887. 

3) L.C. Maillard, C. r. 154, 66, 1912. 
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gehender Untersuchungen gemacht und damit viel zur Klirung 
jener Melanoidinbildung beigetragen, die schon friiheren Forschern 
aufgefallen war, wenn sie EiweiBspaltprodukte mit Kohlenhydraten 
zusammentreffen sahen. Der Autor hat gezeigt, da8 beim Kochen 
hochkonzentrierter Lésungen von Zucker mit Aminosiuren unter 
Entwickelung von Kohlensiure und Abspaltung von Wasser dunkel 
gefirbte Kondensationsprodukte entstehen, wobei nach seinen An- 
gaben 12 Mol. Wasser und 1 Mol. Kohlendioxyd austreten. Er nimmt 
an, daB in dieser Weise 2 Mol. Zucker mit 1 Mol. Aminosaure reagieren. 
Dieselbe Umsetzung erfolgt nach Angabe von Maillard innerhalb 
mehrerer Tage auch bei 37° und — noch viel langsamer — selbst bei 
niederer Temperatur, bemerkbar an der Huminbildung und Abgabe 
von Kohlensiure. Zu analogen Ergebnissen gelangte C.J. Lintner’) in 
Versuchen, die bei 100° angestellt waren. Bei hohen Temperaturen und 
starken Konzentrationen haben auch S. Kostytschew und W. Brilliant®) 
aihnliche Kérper wie Maillard erhalten. Dagegen hat N. N. Jwanoff*) 
mit verdiinnten Lésungen der Komponenten nur dann Umsetzungen 
erzielt, wenn Natronlauge zugegen war und Wochen und Monate hin- 
durch auf mindestens 58° erhitzt wurde. Auf den Eintritt einer Reaktion 
schlieBt dieser Forscher aus der Abnahme des nach van Slyke nachweis- 
baren Amidstickstoffs. Ubrigens hat Iwanoff die von Maillard an- 
gegebene Kohlensiureentwicklung nicht wahr nehmen kénnen. 


Anscheinend giinzlich verschieden von dem Mechanismus der 
erwihnten Beaktion ist die Umsetzung des Fruchtzuckers mit d, 1- 
Alanin, die wir im folgenden beschreiben wollen. 


Mischt man bei Zimmertemperatur eine Fruchtzuckerlésung mit 
einer Lésung von d,/-Alanin, so findet man eine momentan eintretende 
Erhéhung der Linksdrehung. Da racemisches Alanin verwendet wurde, 
das synthetisch bereitet war und sein mangelndes Drehungsvermégen 
in allen Kontrollversuchen zu erkennen gab, so handelt es sich offenbar 
um eine Reaktion zwischen den beiden Kérpern. Als Kontrollen dienten 
die Vergleiche mit der Drehung, welche dieselbe Fruchtzuckerlésung 
auf Zugabe einer der Alaninlésung gleichen Wassermenge aufwies. 
Selbstverstandlich ist jeder Blindversuch stets in demselben Polarisations- 
rohr ausgefiihrt worden, wie der Hauptversuch, und zum Abmessen 
wurden immer die gleichen geeichten Pipetten benutzt. Die Frucht- 
zuckerlésung, urspriinglich warm bereitet, war 24 Stunden alt und von 
endgiiltigem Drehungswert. 


1) C. J. Lintner, Chem. Centralbl. 1918, I, 969. 

2) S. Kostytschew und W. Brilliant, zitiert nach N.N. Iwanoff, diese 
Zeitschr. 120, 7 und 15, 1921. 
3) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 120, 1, 1921. 
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Die Erscheinung tritt mit Fructose und Alanin so gleichmabig 
und sicher ein, daB irgendwelche Versuchsfehler nicht in Betracht 
kommen. Ein besonderes Argument hierfiir liegt auch darin, daB eine 
Lésung von T'raubenzucker unter sonst gleichen Bedingungen dieses 
Phinomen nich zeigt. 


Die Einzelheiten ergeben sich aus folgenden Tabellen: 


Tabelle I. 


m, 2m, 3m Fructoselésung + m Alaninlésung. 











1 2 (Vergleich) 
5 ccm m Fructoselésung 5ccm m Fructoselésung 
+ 5ccm m Alaninlosung + 5ccm H,O 
— 7,949 — 7,80° 
— 7,95 — 7,78 
— 7,94 — 7,78 
— 7,96 — 7,79 
— 7,97 — 7,79 
— 7,95 — 7,79 
— 7,95 
— 7,95 
J 0,16°, 
: 4 (Vergleich) 5 ‘ 6 (Vergleich) . 
5 ccm 2m Fructoselésg 5ccm 2m Fructoselésg | 5ccm 2 m Fructoselésg 5 ccm 2 m Fructoselésg 
+ 5ccm m Alaninlésg + 5cem H,O + 5ccm m Alaninlésg + 5ccm H,O 
— 16,36° — 16,06° — 16,49° — 16,16° 
— 16,36 — 16,05 — 16,48 — 16,16 
— 16,35 — 16,03 — 16,47 — 16,15 ! 
— 16,34 — 16,04 — 16,49 — 16,15 
— 16,35 — 16,03 — 16,48 — 16,14 
— 16,34 — 16,03 — 16,50 — 16,16 
— 16,34 — 16,03 — 16,50 — 16,16 
— 16,34 — 16,03 — 16,50 — 16,16 
J 0,31°. J 0,34°, 
7 8 (Vergleich) 9 10 (Vergleich) 
5ccm 3m Fructoselésg 5ccm 3m Fructoselésg |5ccm 3m Fructoselésg 5ccm 3 m Fructoselésg 
+ 5ccm m Alaninlésg + 5cém H,O + 5ecm m Alaninlésg + 5ccm H,O 
— 25,12° — 24,77° — 25,54° — 25,16° 
— 25,10 — 24,78 — 25,54 — 25,17 
— 25,10 — 24,78 — 25,55 — 25,17 
— 25.11 — 24.76 — 25,56 — 25.18 
— 25,11 — 24.75 — 25,55 — 25,18 
— 25,10 — 24,75 -— 25,56 — 25,18 
—. 25,11 — 24.75 — 25,56 — 25,18 
— 25,11 — 25,56 


me | 0,36°, J = 0,38°. 









Uber 





m, 2m, 3m Fructoselésung + 


eine Reaktion der Fructose mit 


Tabelle Il. 


9 


Alanin. 


2m Alaninlésung. 





1 


5 ccm m Fructoselésg 
+ 5cecm 2m Alaninlésg 


2 (Vergleich) 


5ccm m Fructoselésg 
+ 5eem H,O 





— 7,98° — 7,73° 
— 7,98 — 7,73 

— 7,99 — 7,73 

— 7,99 — 7,74 

— 798 — 7,73 

— 7,99 — 7,73 

— 7,98 

— 7,98 

J 0,25°. 
3 4 (Vergleich) 5 6 (Vergleich) 


5 ccm 2 m Fructoselosg 


5 ccm 2m Fructoselésg 


+ 5ccm 2 m Alaninlésg + 5cem H, 
— 15,68° — 15,23° 

— 15,69 — 15,25 

— 15,70 — 15,24 

— 15,67 — 15,23 

— 15,67 — 15,24 

— 15,68. — 15,24 

— 15,67 — 15,23 

— 15,77 — 15,24 

- — 15,24 

J 0,43°. 


5ccm 2 m Fructoselésg 


5ccm 2 m Fructoselésg 


Oo + 5com 2 m Alaninlésg +5ccm H,O 
— 16,30° — 15,83° 
— 16,30 — 15,84 
— 16,31 — 15,84 
— 16,32 — 15,83 
— 16,30 — 15,84 
— 16,30 — 15,83 
— 16,30 — 15,84 

— 15,84 
— 15,84 
J 0,46°. 





‘ 
5 ccm 3 m Fructoselésg 
+ 5ccm 2 m Alaninlésg 


— 24,85° 
— 24.88 
— 24,86 
— 24,87 
— 24,86 
— 24,87 
— 24,87 
— 24,87 


d= 





8 (Vergleich) 
5ccm 3 m Fructoselésg 


Q 
5 ccm 3 m Fructoselésg 


10 (Vergleich) 
5ccm 3 m Fructoselésg 


+ 5ceeom H,O + 5ccm 2 m Alaninlésg + 5ecom H,O 
— 24,21° — 25,82° — 25,15° 
— 24,23 — 25,82 — 25,16 
— 24,23 — 25,85 — 25,16 
— 24,22 — 25,84 — 25,17 
— 24,23 — 25,83 — 25,15 
— 24,22 — 25,83 — 25,15 
— 24,22 — 25,82 — 25,15 
— 24,23 — 25,82 — 25,16 
— 24,22 25,82 — 25,15 
— 24,22 — 25,15 
65°. J 0,67°, 








500 C. Neuberg u. M. Kobel: 


Tabelle I11. 


m, 2m, 3m Glucoselésung + 2m Alaninlésung. 





2 (Vergleich) 





5 com m Glucoselésg 5 ecm m Glucoselosg 
+ 5ecm 2 m Alaninlosg + 5ecm H,O 

440° 4,38° 

4,40 4,38 

4,41 4.39 

4.40 4.39 

4,40 4.38 

4,39 4.39 

4,40 4,39 

440 4,38 

4.39 

4.39 

J 0,01°. 
: , - (Vergleich) 5 a 6 (Vergleich) 
5 ccm 2m Glucoselésg 5ccm 2m Glucoselésg 5ccm 3m Glucoselésg | 5 ccm 3m Glucoselésg 
+ 5ecm 2m Alaninlésg + 5ecm H,O0 + 5 ccm 2m Alaniniésg + 5ccm H,O 

9,02° 9,04° 13,82° 13,82° 
9,02 9.05 13,83 13,82 
9,01 9,05 13,83 13,82 
9,03 9,04 13,82 13,83 
9,02 9,04 13,83 13,83 
9,02 9,03 13,82 13,82 
9,02 9.04 13,82 

9,04 

Jd 0,02°. P| 0,00°. 


Die mitgeteilten Versuche stellen zugleich einen neuen Beweis fiir 
die verschiedene Reaktionsfihigkeit') von Glucose und Fructose dar, 
die sich in manchen chemischen und biologischen Beziehungen zu er- 
kennen gibt, unseres Wissens aber gegeniiber Aminosiuren sich bisher 
nicht offenbart hat. 

In diesem Zusammenhange wollen wir erwihnen, daB durch das Tier- 
experiment K. Spiro*) folgendes gefunden hat: Nach gleichzeitiger intra- 
venéser Applikation von Fructose und Glykokoll tritt bei Kaninchen zwar 
nicht regelmaBig, sondern in Abhangigkeit von individuellen Verhaltnissen 
2, 5-Pyrazin-dicarbonsiure im Harn auf, deren Bildung auf Oxydation 
von intermediir erzeugtem Fructosazin bezogen wird. Das Fructosazin 
entsteht aus Fructose plus Ammoniak (ebenso wie aus freiem Glucosamin) 


1) Vergl. H.v. Euler u. R. Nilsson, H. 145, 193, 1925. 
2) K. Spiro, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 285, 1907. 


. 




















Uber eine Reaktion der Fructose mit Alanin. 5Ol 


durch Kondensation und Oxydation; es ist nach K. Stolte') als 2, 5-Di- 
tetraoxybutyl-pyrazin aufzufassen. 

Unsere Versuche iiber die schnell verlaufende Reaktion zwischen 
Fructose und Aminosauren sollen nach mehreren Richtungen und unter 
verschiedenen Verlriltnissen fortgesetzt werden; insbesondere wollen 
wir andere Zucker sowie optisch-aktive Aminoséuren priifen. Wir 
wollen noch bemerken, daB bei den von uns gewiahlten Bedingungen, 
Zimmertemperatur, auch in Wochen weder Melaninbildung noch Kohlen- 
siureentwicklung festzustellen gewesen ist. 


1) K. Stolte, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 19, 1908. 


Nachtrag zu den Autolysestudien. V. 


Von 


P. Rona, E. Mislowitzer und 8. Seidenberg. 


(Diese Zeitschr. 162, 87, 1925.) 


Wahrend der Drucklegung erschien die Arbeit von P. Gyérgy: 
,.Uber den autolytischen Abbau organischer Phosphorverbindungen 
in den Geéweben“, diese Zeitschr. 161, 157, 1925. Wie ersichtlich, 
sind unsere experimentellen Ergebnisse mit denen von Gydérgy in 
guter Ubereinstimmung. 

Leider ist die Anfiihrung der Arbeit von Sevringhaus: ,,Post- 
mortem acidity I u. II“, Journ. of biol. Chemistry 57, 181 bis 197, 1923, 
durch ein Versehen unterblieben, was jetzt nachgeholt werden soll. 
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